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ABSTRACT· 
Continuous Enzymatic Synthesis 
with Coenzyme Regeneration 
NAD(H} dependent enzymatic production of L-alanine and L-leucine 
was performed in an enzyme membr.ane reac::::tor (EMR} . An EMR is a 
continuous stirred tank reactor which is equipped with an ultra-
filtration(UF) membrane at the exit of the reactor to retain 
enzymes in the reactor. 
As the coenzyme was regenerated by enzymatic reduction with 
formate, only catalytical a}llount,s of coenzyme were needed. 
NAD(H} covalently bound to polyethylene glycol (molecular weight= 
10000 g/mol} was used to be able to retain the coenzyme in the 
reactor like the enzymes. 
The enzymes showed a similar catalytical activity whether poly-
mer bound NAD(H} or native NAD(H} was used. Kinetic experiments 
were carried out to obtain data for a calculation of the perfor-
mance of an EMR for the continuous production of L-alanine or 
L-leucine respectively. 
L-alanine was produced continuously for 4.5 days out of pyruvic 
acid (2-oxo propanoic acid) with a space-time yield of 
70 g L-alanine/(l·d}. The enzyme consumption was 3.2 U formate 
dehydrogenase and 2.5 U alanine dehydrogenase per g L-alanine. 
The coenzyme was regenerated 656 fold. 
L-leucine wasproduced continuously for 24 days out of a-keto 
isocaproic acid (2-oxo-4-methyl pentanoic acid) with a space-time 
yield of 243 g L-leucine/(l·d}. The enzyme consumption was 2.1 U 
formate dehydrogenase and 1.1 U leueine dehydrogenase per g L-leucine. 
The coenzyme was regenerated 18200 fold. 

A b s t r a c t 
KONTINUIERLICHE ENZYMATISCHE SYNTHESE 
MIT COENZYM REGENERIERUNG 
Am Beispiel der NAD(H) abhängigen enzymatischen Produktion von 
L-Alanin und L-Leucin konnte gezeigt werden, daß sich das Prin-
zip des Enzym Membran Reaktors (EMR), eines kontinuierlichen 
Rührkessels, dessen Auslauf mit einer Ultrafiltrations(UF)-
Membran zur Retention von Makromolekülen ausgestattet ist, für 
coenzymabhängige Reaktionssysteme verwenden läßt. 
Um das Coenzym in nur katalytischen Mengen verwenden zu können, 
wurde es durch enzymatische Reduktion mit Formiat regeneriert. 
Damit das Coenzym ebenso wie die Enzyme bei kontinuierlicher Re-
aktionsführung durch die UF-Membran des EMR im Reaktor zurückge-
halten werden konnte, wurde an Polyethylenglykol (Molekulargewicht 
10 000 g/mol) gebundenes NAD(H) eingesetzt (PEG-10 000-NAD(H)). 
Kinetische Messungen ergaben, daß die Enzyme mit PEG-10 000-NAD(H) 
eine ähnliche katalytische Aktivität erreichten, wie bei Verwen-
dung von nativem NAD(H). 
Mit Kenntnis der Kinetik der Enzyme war es möglich Betriebspunkte 
für die kontinuierliche Produktion von L-Alanin und L-Leucin zu 
berechnen. 
L-Alanin wurd kontinuierlich aus Brenztraubensäure (2-0xo-Propan-
säure) 4,5 Tage lang mit einer Raum-Zeit-Ausbeute von 
70 g L-Alanin/(l·d) hergestellt. Der Enzymverbrauch betrug 3,2 U 
Formiat Dehydrogenase und 2,5 U Alanin Dehydrogenase pro g L-Alanin. 
Das Coenzym wurde 656fach regeneriert. 
L-Leucin wurde kontinuierlich aus a-Keto Isocapronsäure (2-0xo-4-
Methyl-Pentansäure) 24 Tage lang mit einer Raum-Zeit-Ausbeute von 
243 g L-Leucin/(l·d) hergestellt. Der Enzymverbrauch betrug 2,1 U 
Formiat Dehydrogenase und 1,1 U Leuein Dehydrogenase pro g L-Leucin. 
Dqs Coenzym wurde 18 200fach regeneriert. 
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Viele chemische Reaktionen, die aus den Stoffwechselkreisläu-
fen lebender Organismen bekannt sind, werden industriell zur 
Stoffumwandlung genutzt (1-8). Um den Ablauf dieser Reaktionen 
in ausreichender Geschwindigkeit überhaupt erst zu ermöglichen, 
sind von der Natur geeignete Katalysatoren entwickelt worden. 
Diese biologischen Katalysatoren oder Biokatalysatoren werden 
als Enzyme bezeichnet. 
Die katalytische Wirkung von Enzymen in ihrer natürlichen Um-
gebung (in ganzen Mikroorganismen) wird z.B. in der Lebens-
mittelindustrie bei der Herstellung von Käse, Brot oder alko-
holischen Getränken seit langem genutzt. 
Dieses Verfahren hat den Vorteil, daß auch sehr komplexe Reak-
tionsfolgen genutzt werden können und daß der lebende Orga-
nismus dafür sorgt, daß eine ausreichende Aktivität der Enzyme 
aufrecht erhalten wird. Dies ist möglich, indem der Organismus 
die von ihm benötigten Enzyme selbst produziert und daher ein 
Verlust an Enzym ausgeglichen werden kann. 
Nachteilig an diesem Verfahren ist, daß die Mikroorganismen 
einen Teil des Ausgangsmaterials (auch Substrat genannt) 
für ihren Stoffwechsel und ihr Wachstum benötigen, außer-
dem muß eine gewisse Mindestmenge an Mineralien und Vitaminen 
vorhanden sein, weiterhin entstehen neben den gewünschten Pro-
dukten auch in mehr oder weniger großem Umfang Nebenprodukte 
und schließlich besteht inuner die Gefahr, daß das angestrebte 
Produkt als Substrat auf anderen Stoffwechselwegen weiter 
verwendet wird. 
Durch die Entwicklung von Trennverfahren (9), die es ermög-
lichen, Enzyme im großtechnischen Maßstab meist aus Mikro-
organismen zu isolieren, wird es möglich, sie als reine Bio-
katalysatoren in einem immer größeren Bereich wirtschaftlich 
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einzusetzen wie z.B. in Waschmitteln, bei der Herstellung von 
Süßstoffen und Pharmazeutika, in der medizinischen Analytik 
usw. ( 1-8 ) . 
Der Vorteil des Einsatzes von isolierten Enzymen ist ihre hohe 
Substratspezifität und Produktselektivität, es können z.B. aus 
optisch nicht aktiven Substraten optisch aktive Produkte her~ 
gestellt werden. Ein Nachteil des Einsatzes von isolierten 
Enzymen ist ihre meist geringere Stabilität im Vergleich zur 
Nutzung von Enzymen in ganzen Mikroorganismen. 
1.1. Kontinuierliche Reaktionsführung mit Biokatalysatoren 
Um die katalytische Aktivität von Enzymen optimal zu nutzen, 
ist es wichtig, Möglichkeiten zu finden, sie vom Reaktions-
medium diskontinuierlich oder kontinuierlich trennen zu kön~ 
nen. Die Abtrennung des Enzyms aus dem Reaktionsgemisch ist 
außerdem dann erforderlich, wenn das Reaktionsprodukt zu 
Nahrungsmitteln oder Pharmazeutika verarbeitet wird und frem-
des Protein in diesen Produkten nicht vorhanden sein darf. 
Man kann zwischen drei prinzipiell verschiedenen Verfahren 
zur Inunobilisierung von Enzymen unterscheiden (3 ,4,10): 
1. Künstliche Vergrößerung des Enzyms durch: 
a) Quervernetzung oder C0polyrnerisation von nativen 
Enzym,....MoleklUen 
b) Kovalente, ionogene oder adsorptive Bindung an ein 
anorganisches oder organisches inertes Trägermaterial 
c) Geleinschluß des Enzyms 
Vorteile: 
- Erhöhung der Stabilität des Enzyms durch Schutz seiner 
Tertiärstruktur. 
Mit einer Fritte abtrennbar wie konventionelle hetero-
gene Katalysatoren, damit einsetzbar im Strömungsrohr. 
~ 12 ~ 
Nachteile: 
~ Veränderung der kinetischen Parameter und damit Produk~ 
tivitätsverlust durch Poren~ und/oder Filmdiffusions~ 
hemmung. 
~ Hohe Transportwiderstände beim Geleinschluß des Enzyms. 
- Aktivitätsverlust bei der Immobilisierung. 
- Fixierungskosten teilweise hoch. 
- Hohe Entwicklungskosten, da nicht jedes Fixierungsver-
fahren universell einsetzbar ist. 
Nicht kovalent gebundene Enzyme werden in geringem Maße 
ausgewaschen. 
2. Zweiphasen-Fixierung durch Ausnutzung von Löslichkeits-
unterschieden von Enzym und Substrat bzw. Produkt. 
Vorteile: 
- Einfache Enzymabtrennung durch Phasentrennung. 
- Es können in Wasser schwerlösliche Substrate umgesetzt 
werden. 
- Natives Enzym kann verwendet werden. 
- Es entstehen keine Fixierungskosten. 
Nachteile: 
- Das Verfahren ist auf lipophile Substrate bzw. Produkte 
beschränkt, wenn eine gute Retention des Enzyms in der 
enzym-haltigen Phase erreicht werden soll. 
- Die Desaktivierung des Enzyms kann durch die Anwesen-
heit der organischen Lösungsmittel erheblich erhöht 
werden. 
3. Retention des nativen Enzyms durch eine Ultrafiltrations (UF)-
Membran mit geeigneter Porengrößenverteilung. 
Vorteile: 
- Natives Enzym kann verwendet werden. 
- Es entstehen keine Fixierungskosten. 
- Makromolekulare Substrate können in ausreichender Reak-
tionsgeschwindigkeit umgesetzt werden. 
Nachteile: 
- Es entstehen Kosten für die Trenneinheit. 
- Die Enzyme desaktivieren frei gelöst schneller als 
trägerfixiert. 
Ein gewisser Anteil des Enzyms geht durch die Belegung 
der UF-Membran mit einer Gelschicht verlören. 
Mit Hilfe einer Flüssig-Flüssig-Extraktion in wässrigen nicht-
mischbaren Phasen werden seit neuerem Enzyme im Maßstab von 10-100 g 
in einem Ansatz hergestellt (9). 
In großtechnischem Maßstab werden trägerfixierte Enzyme unter an-
derem für die folgenden Verfahren verwendet (1-6): 
Glucoseisomerase zu Umwandlung von Glucose in Fructose 
- Invertase zur Umwandlung von Sucrose in Glucose und 
Fructose 
Pectinase zur Klärung von Fruchtsäften 
- Acylase zur Racematen-Trennung von Aminosäuren 
- Penicillin-Amidasen bzw. -Acylase zur Produktion von 
Penicillin 
- Amylase zur Stärkehydrolyse 
1.2. Enzym Membran Reaktoren 
Die Möglichkeit des technischen Einsatzes von nativen Enzymen 
im UF-Membran Reaktor (auch Enzym Membran Reaktor (EMR) genannt) , 
ist für folgende Verfahren gezeigt worden: 
- Produktion von L-Aminosäuren durch stereospezifische Hydro-
lyse von N-Acetyl-D,L-Aminosäuren (11). 
- Produktion von L-Äpfelsäure durch stereospezifische Hydra-
tation von Fumarsäure (12). 
Produktion von L-Asparaginsäure durch stereospezifische 
Amin±erung von Fumarsäure (13). 
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Industriell werden in freier oder immobilisierter Form bislang 
nur isolierte Enzyme aus der Klasse der Hydrolasen (z.B. Amy-
lasen, Proteasen, Acylasen), Isomerasen (z.B. Glucose-Isome~ 
rase) und Lyasen (z.B. Fumarase, Aspartase) eingesetzt (3-5) 
( Abb. 1 . 1 . ) . 
Diese Enzyme benötigen im Gegensatz zu den Oxido-Reductasen, 
den Transferasen und den Ligasen kein Coenzym für die Wirk-
samkeit ihrer katalytischen Aktivität. Coenzyme, deren Mole-
kulargewicht wesentlich kleiner als das der Enzyme ist, dienen 
in enzymatischer Reaktion zur Übertragung von Funktionsgruppen. 
Da Coenzyme meist komplexe, teure organische Verbindungen sind, 
ist eine wichtige Voraussetzung, um eine wirtschaftliche kontinuier-
liche Reaktionsführung mit coenzymabhängigen Enzymen zu ermög-
lichen, daß die Coenzyme ebenso wie die Enzyme im Reaktor zurück-
gehalten werden können und während des Prozessesständig rege-
neriert werden, um ebenfalls wie bei den Enzymen nur kataly-
tische Mengen verwenden zubrauchen. 
Abb. 1 . 1 
Abb. 1 . 2 
[ J 
Abb. 1. 3 
Abb. '1.1 ., Abb. 1.2., Abb. 1.3.: Reaktionsschema für ein coen-
zym-unabhängiges Enzym, für ein Enzym mit als prosthetischer 
Gruppe festgebundenem Coenzym und mit freiem Coenzym. 
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Enzyme, die ein Coenzym als prosthetische Gruppe gebunden enthal-
ten (Abb. 1.2.) wie Oxidasen die FAD(H) oder Transaminasen die 
Pyridoxalphosphat enthalten, können eingesetzt werden wie nicht 
coenzymabhängige Enzyme,d.h. an einem festen Träger immobili-
siert oder in freier Form in einem UF-Membran-Reaktor, da das 
Coenzym mit dem Enzym zusammen im Reaktor zurückgehalten wird. 
Fest am Enzym gebundene Coenzyme werden entweder durch die Fol-
gereaktion, die am gleichen Enzym abläuft, oder in einem zwei-
ten Reaktionsschritt regeneriert. Ein geringes "Ausbluten"des 
Coenzyms kann jedoch meist nicht vollständig vermieden werden, 
soweit es nicht kovalent an das Enzym gebunden ist (14) (Abb. 
1.4.). 
Abb. 1.4.: Enzym mit kovalent gebundenem Coenzym. 
Für den Fall, daß das Coenzym als Transport Metabolit zwischen 
zwei verschiedenen Enzymen dient (Abb. 1 .3.), d.h. bei den so-
genannten "freien Coenzymen" wie z.B. NAD+/NADH, ADP/ATP usw., 
würde eine Trägerfixierung beider Enzyme und des Coenzyms zu 
einer starken Transportlimitierung führen. Sogenannte freie 
Coenzyme müssen parallel zur gewünschten Reaktion regeneriert 
werden, um sie effektiv zu nutzen. Hierzu wird im allgemeinen 
eine zweite enzymatische Reaktion benutzt, seltener kann eine 
nichtenzymatisch katalysierte chemische Regenerierung durch-
geführt werden (15). 
Im lebenden Organismus, in dem die Enzyme und Coenzyme in ihrer 
natürlichen Form enthalten sind, sorgen die selektiven Zellmem-
branen für die Rückhaltung der Enzyme und Coenzyme in der Zelle. 
Die Substrate und Produkte können durch aktiven Transport durch 
die Zellmembran durchgeschleust werden (Abb. 1.5.). 
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Abb. 1.5.: Enzymatisch katalysierte Reaktion in einer leben-
den Zelle mit aktivem Transport des Substrates und 
Produktes. 
,An~tatt gemeinsam mit i:mmobilisierten Enzymen immobilisiertes 
Coenzym zu verwenden, kann eine quasi-kontinuierliche Reak-
tionsführung realisiert werden, wenn man freies Coenzym in der 
Substratlösung d.urch einen Rohrreaktor schickt, dermit trägerge-
bundenen Enzymen zur Reaktion und gleichzeitigen Coenzym Rege-
neration gefüllt ist (Abb. 1.6.). 
Abb. 1.6.: Wiederholte Nutzung von freiem Coenzym in einem 
Rohrreaktor mit zwei parallel immobilisierten En-
zymen. 
0 
Das in der Produktlösung enthaltene Coenzym wird durch Adsorp-
tion an Aktiv-Kohle, an ein Ionenaustauscher- Harz oder durch 
Retention an einer Revers Osmose Membran zurückgehalten und 
nach einem Desorptionsschritt wieder dem Substratstrom zuge-
führt (16,17). Da das Coenzym ständig aus dem Produktstrom 
entfernt werden muß, dürfte diese Art der Reaktionsführung 
nur bei Enzymsystemen möglich sein, die nur sehr niedrige Co-
enzym-Konzentrationen benötigen, da die Güte der Methoden zur Wie-
dergewinnung des Coenzyms aus der Produktlösung von der Coen-
zym-Konzentration abhängt. Verwendet man native Enzyme und 
Coenzyme,so ist eine homogene Katalyse ohne Transportlimitie-
rung rnöglich.Diese Transportlimitierung tritt bei immobilisier,.. 
ten Enzymen und Coenzymen oder bei der Verwendung von ganzen le-
benden oder abgetöteten Zellen auf. 
Um eine kontinuierliche Reaktionsführung zu ermöglichen, kön-
nen Revers Osmose Membranen verwendet werden, wenn der Unter-
:;:;chied im Molekulargewicht zwischen den Produkten unddem Coenzym 
groß genug ist, wenn die Permeabilität für die Produkte gut 
ist und das Coenzym ebenso wie die Enzyme möglichst quantita-
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Abb. 1.7.: Enzym Membran Reaktor mit Revers Osmose Membran. 
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Da die Permeabilität von Revers Osmose Membranen für die Pro-
duktlösung jedoch gering ist und ein hoher Differenzdruck nö-
tig ist, was zu hohen Geräte- und Energiekosten führt, wäre 
es besser, wenn Membranen mit größeren Poren verwendet werden 
können, nämlich Ultrafiltrations-(UF)-Membranen. 
Eine Möglichkeit,freies Coenzym in einem Enzym Membran Reaktor 
(EMR) mit einer UF-Membran rückhalten zu können, wäre die ko-
valente Kopplung über einen Spacer an eines der im Reaktor 
verwendeten Enzyme (Abb. 1.4.) (14). Hierbei sind jedoch aus 
sterischen Gründen nur geringe Coenzym-Konzentrationen in der 
Lösung bzw. am Enzym erreichbar. 
Eine andere Möglichkeit,Coenzyme mit Hilfe von UF-Membranen 
aus dem Produktstrom zurückzuhalten, besteht in der kovalenten 
Kopplung des Coenzyms an ein wasserlösliches Polymer mit 
einem Molekulargewicht in der Größenordnung der Enzyme wie in 





Abb. 1 . 8. : Enzym Membran Reaktor mit UF-Membran und polymer 
gebundenem Coenzym. 
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Die Verwendung von polymergebundenem wasserlöslichem Coenzym 
mit nativen Enzymen in einem kontinuierlich betriebenen Rühr-
kessel mit einer UF-Membran im Auslauf des Reaktors hat 
folgende Vorteile: 
- Es besteht praktisch keine Transportlimitierung für das 
Coenzym bei seinem Wechsel zwischen den beiden am Reak-
tionssystem beteiligten Enzymen. 
- Durch eine konvektive Strömung durch die UF-Membran besteht 
auch für die Substrate und Produkte keine Transportlimi-
tierung. 
Es lassen sich hohe Coenzym-Konzentrationen im Reaktor un-
terbringen. 
- Durch Nachdosierung vonEnzymenoder Coenzym läßt sich ein 
Aktivitätsverlust durdh Desaktivierung leicht ausgleichen, 
so daß bei konstanter Produktivität gearbeitet werden kann. 
1.3. Problemstellung und Zielsetzung 
Am Beispiel NAD(H) abhängiger Reaktionen soll gezeigt werden, 
daß sich das Prinzip des Enzym Membran Reaktors (EMR) , das sich 
für coenzymunabhängige Reaktionen bewährt hat, auch auf coenzym-
abhängige Reaktionssysteme übertragen läßt. Als Modellreaktion 
wurde die reduktive Aminierung von a-Ketosäuren zu L-Aminosäuren 
gewählt. Als Substrat können a-Ketosäuren verwendet werden, die 
preisgünstig durch Umsetzung von Carbonsäurechloriden mit Blau-
säure und anschließender Verseifung des entsprechenden Carbon-
säurenitrils gewonnen werden können (20). 
Da in den untersuchten Reaktionssystemen äquimolar zur a-Keto-
säure NADH verbraucht wird, ist es nötig, NADH parallel zur ge-
wünschten Reaktion zu regenerieren, um mit katalytischen Men-
gen auszukommen. Zur Regenerierung von NADH wurde die von For-
miat-Oehydrogenase (FDH) katalysierte Oxidation von Formiat zu 
co2 durchNAD+gewählt (21,22). Das gesamte ~eaktionssystem zur 
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enzymatischen Synthese von L~Aminosäuren durch reduktive 
Aminierung aus a-Ketosäuren, bei gleichzeitiger Coenzymregene-
rierung durch enzymatische Oxidation von Formiat zu co2 ist 
in Abb. 1.9. dargestellt. 
( EI' ) (_____.) 
Hcoo- ( NAD+ 
E1 
I \ 
J ' \ co2 NADH 
{ 0 } ( 0) (o-o) 
\\ 
) E2 ) 
( ) 
( 0 ) 
L-Aminosäure 
+ NH4 + 
a-Ketosäure 
( @ ) 
Abb. 1.9.: Enzymatische L-Aminosäure Synthese mit· Coenzym-Re-
generierung. 
Diese Regenerationsreaktion hat mehrere Vorteile: das Substrat 
ist billig und wasserlöslich bis zu hohen Konzentrationen, das 
entstehende Produkt co2 läßt sich leicht aus der Produktlösung 
beseitigen, die Reaktion ist praktisch irreversibel(23), eine Rück-
reaktion ist kaum meßbar (21). Ein Nachteil ist jedoch die ge-
ringe Aktivität des Enzyms, so daß hohe Enzym-Protein-Konzentrationen 
verwendet werden müssen. Andere zur Regeneration von NADH ver-
wendete Enzyme haben meist den Nachteil, daß die Gleichgewichts-
lage ungünstig ist (15,24,25)und meist durch Beseitigen des 
Produktes der Regenerationsreaktion vorangetrieben werden muß. 
Als Beispiel sei Alkohol-Dehydrogenase erwähnt; Ethanol muß 
entweder in sehr großem Überschuß eingesetzt werden oder 
entstehendes Acetaldehyd muß z.B. mit Semicarbazid abgetrennt 
werden. Die Abtrennung der Nebenprodukte ist aufwendiger als 
die Abtrennung von co2 . 
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Um beim Einsatz von NAP(H) abhängigen Reaktionen in einem 
EJV.IR das Coenzym ebenso wie die Enzyme mit einer U"F'P"Membran 
im Reaktor rückhalten zu können, muß das Molekulargewicht 
des Coenzyms durch kovalente Bindung an ein wasserlösliches 
Polymer erhöht werden. 
Bei der kovalenten Bindung von NAD(H) an ein Polymermolekül 
ist zu beachten, daß der coenzymatisch aktive Teil des Mole-
küls im Pyridinring liegt. Um eine sterische Hinderung zu 
vermeiden, korr~en als Verknüpfungspunkte mit dem Polymer also 
nur eine Derivatisierung der Ribose-Hydroxy-Funktion oder des 
Adenin-Rings in Frage. W~e in verschiedenen Arbeiten (15,18,19) 
gezeigt wurde, scheint die Amino-Gruppe in der C(6)-Position des 
Adenin-Rings ein günstiger Punkt zur Bindung an ein Polymermolekül 
zu sein (vgl. Abb. 3.1.). Wasserlösliche Polymere, die als Träger-
molekül für NAD(H) verwendet werden, sind Dextran, Polyethylenimin, 
Polylysin und Polyethylenglykol (15,18,19) .Polyethylenglykol hat 
als lineares Molekül im Gegensatz zu den anderen Polymeren nur 
zwei mögliche Bindungsstellen, nämlich die beiden Hydroxy-Gruppen 
am Ende des Moleküls. In dieser Arbeit wurden N6-(2-Amino-ethyl)-
NAP(H)-Derivate von Polyethylenglykol (PEG) mit einem Molekular-
gewicht von 10 000 und 20 000 g/mol verwendet, außerdem wurde 
ein Dextran-Derivat mit einem Molekulargewicht von 40 000 g/rnol 
zum Vergleich der kinetischen Daten herangezogen +) . Das Schema 
der Kopplung von NAD(H) an PEG ist in Abb~ 3.1 dargestellt (19). 
+) Die Synthese der PEG-NADH und Dextran-NADH Derivate wurde von 
Dipl.-Ing. A.F. Bückmann, Gesellschaft für Biotechnologische 
Forschung (GBF), Abteilung Hochmolekulare Naturstoffe, Braun-
schweig-Stöckheim, entwickelt. 
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Als Beispiel für die enzymatisch reduktiye Aminierung einer 
a-Ketosäure zur L-Aminosäure im EMR wurden die folgenden Reak-
tionen untersucht: 
- Produktion von L-Alanin aus Brenztraubensäure (2-0xo-Pro-
pansäure) mit L-Alanin Dehydrogenase (ALADH) aus Bacillus 
subtilis +) 
- Produktion von L-Leucin aus a-Keto-Isocapronsäure (2-0xo-
4-Methyl-Pentansäure) mit L-Leucin Dehydrogenase (LEUDH) 
aus Bacillus sphaericus+) 
L-Alanin und L-Leucin werden hauptsächlich im medizinischen 
Bereich zur klinischen Ernährung (Infusionslösungen)benötigt. 
Die derzeitigeWel~ahresproduktion beträgt 15 bzw. 40 Tonnen. 
L-Alanin wird hauptsächlich durch Racemattrennung aus synthetischem 
D,L-Alanin und fermentativ, L-Leucin überwiegend durch Protein-
hydrolyse hergestellt (26). 
Um dieoptimalen Betriebsbedingungen für den Einsatz eines EMR 
zur kontinuierlichen L-Aminosäure-Produktion zu finden, müssen die 
Massenbilanzen der am Reaktionssystem teilnehmenden Substrate und 
Produkte aufgestellt und die sich ergebenden Differentialgleichungen 
gelöst werden. Zur Lösung der Differentialgleichungen ist jeweils 
ein kinetisches Modell für die die Reaktion katalysierenden Enzyme 
FDH und ALADH bzw. LEUDH aufzustellen. Hierzu müssen alle den Reak-
tionsablauf wesentlich beeinflußenden Faktoren mit kinetischen 
Messungen untersucht werden, so daß die katalytische Wirkung der 
Enzyme durch eine numerische Anpassung der Daten (mit Programmen 
zur nichtlinearen Regression) an ein kinetisches Modell formelmäßig 
beschrieben werden kann. 
+) Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Coenzymderivate, sowie 
die Enzyme FDH und LEUDH wurden von der GBF zur Verfügung 
gestellt. Von der Firma Degussa, Hanau wurde mir das Natrium-
salz der a-Keto-Isocapronsäure zur Verfügung gestellt. 
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Es ist dex Einsatz von polymergebundene:rn NAD(H) im VergLeich zu 
nativem NAD(H) durch kinetische Messungen zu untersuchen. Durch 
einen Einsatz von FDH und ALADH als "Einzel"-Enzyme im EMR in zwei 
getrennten Experimenten bei Verwendung von nativem NAD(H) soll die 
' DesaKtivierung der Enzyme ermittelt werden. Die Desaktivierung und 
Retention von PEG-10 000-NADH im EMR soll ebenfalls untersucht 
werden. 
Schließlich soll die kontinuierliche L-Alanin- und L-Leucin-Produk-
tion im EMR ohne und mit Nachdosierung von Enzymen und Coenzym 
unter optimalen Bedingungen, wie sie mit Hilfe der Massenbilanzen 
berechnet werden sollen, durchgeführt werden, um Desaktivierungs-
raten für die Enzyme und Coenzyme unter Produktionsbedingungen zu 
erhalten. Aus den Ergebnissen dieser Versuche soll außerdem die 
Produktionsleistung an L-Aminosäure und der Enzym- und Coenzymver-
brauch für das produzierte Produkt ermittelt werden. 
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2. Theoretische Grundlagen 
2.1. Mikrokinetik enzymatischer Reaktionen 
Reaktionen löslicher Enzyme werden als homogen betrachtet. Die 
TheorienzumMechanismus besagen, daß sich als aktive Zwischen-
stufe ein Komplex aus Substrat und Enzym bildet. Als Beispiel 
soll das Reaktionsschema für eine Einsubstrat-Reaktion dienen 
(z.B. das einer Isomerase). 
Im stationären Zustand ergibt sich für die Reaktionsgeschwin-
digkeit: 
R = k · ES - k · E · P +2 -2 (2.1.) 
Bezieht man die aktuelle Enzymkonzentration E auf die einge-
setzte E : 
0 
E = E .... ES 
0 
so ergibt sich: 
R = k • +2 ES + k_ 2 • P · ES - k_ 2 · P ·E 0 
(2.2.) 
(2.3.) 
Im stationären Fall und unter der Bedingung, daß das Enzym 
immer mit Substrat gesättigt ist, muß die Konzentration des 
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( 2. 8. ) 
( 2. 9.) 
(2.10.) 
Für den Fall, daß k_ 2 « k+ 2 ist, erhält man die von Michaelis 
und Menten gefundene und von Briggs und Haldane hergeleitete 
Beziehung: 
R = 
k+ 2 • E0 • S 0 • (1-U) 
K + S • ( 1-U) 
m o 
s 
= V max · .,;;K--"-+~S 
m 
(2.11.) 
die für viele Enzymreaktionen bei kleiner Substratkonzentra-
tion gültig ist. 
Bei Zwei- und Drei-Substrat Reaktionen sind die Verhältnisse 
weitaus komplizierter, als man aus dem Bruttoreaktionsschema 
erwarten kann (27,28). 
E A + B --=---P + Q E A + B + c--~-P + Q + R 
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Man unterscheidet hauptsächlich zwischen drei grundsätzlich 
verschiedenen Reaktionsmechanismen: 
1. Random-Mechanismus: 
A B p Q 




\ (EAB) kp (EPQ) / 
EQ 
E 
EB k_p EP 
KB !X• K =K 
B A A mA 
""E 
Beim Randam-Mechanismus bilden sich die möglichen binären En-
zym-Substrat-Komplexe gleichzeitig nebeneinander und vereini-
gen sich dann mit dem fehlenden Substrat zu einem ternären 
Substrat-Komplex. Dieser reagiert ab zu einem ternären Produkt-
Komplex (dieser Schritt wird im allgemeinem als der langsamste 
angenommen). Anschließend dissoziieren die Produkte in belie-
biger Reihenfolge. KA, KB, KP und KQ sind die Dissoziations-
konstanten der jeweiligen Enzym-Komplexe, a und ß sind Faktoren, 
die den Unterschied der Dissoziation einer Komponente aus 
einem ternären zu einem binären Enzym-Komplex berücksichtigen. 
Der K -Wert einer Komponente ist die Dissoziationskonstante 
m 
dieser Komponente aus dem jeweiligen ternären Enzym-Komplex, 
also bei einer Sättigungskonzentration für das jeweils andere 
Substrat oder Produkt. Für den Fall, daß kp>> k_P ist, d.h. 







A · B (2.12.) 








Der "Ordered"-Mechanismus hat, wie der Name schon besagt, 
einen geordneten Reaktionsablauf: Das erste Substrat reagiert 
mit dem Enzym zum binären Enzym-Substrat-Komplex. Dann wird 
das zweite Substrat unter Bildung des ternären Enzym-Substrat-
Komplexes gebunden. Dieser reagiert zu einem ternären Enzym-
:Produkt-Komplex ab. Anschließend dissoziiert zuerst ein Produkt 
und dann das andere Produkt. 
Bei Abwesenheit von Produkten ergibt sich dieselbe kinetische 
Gleichung wie beim Random-Mechanismus, wenn die Bindung der Sub-
strate geschwindigkeitsbestimmend ist. Ist jedoch die Abreaktion 
des ternären Enzym-Substrat-Komplexes geschwindigkeitsbestimmend, 
so vereinfacht sich die Beziehung wie folgt: 
(2.13.) R = Vmax . 1 A • B 
-. a 
a kann beim Ordered-Mechanismus nicht mehr die gleiche Be-
deutung haben wie beim Random-Mechanismus, deshalb sollte man 
a nur als Korrekturfaktor auffassen, da die Zusammenhänge 





Beim "Ping-Pong"-Mechanisrnus vereinigt sich das erste Sub-
strat :rni t dem Enzyrn. Daraufdissoziiert das erste Produkt ab. 
Das Enzym wird durch diesen ersten Schritt modifiziert. Das 
modifizierte Enzym reagiert dann mi·t dem zweiten Substrat, und 
schließlich nach Abreaktion des zweiten Reaktionsschrittes 
dissoziiert das zweite Produkt ab und das Enzym liegt wieder 
in seiner ursprünglichen Form vor. Bei Abwesenheit von Pro-
dukten ergibt sich folgende kinetische Gleichung: 
A • B R =V 
max . K . A + K . B + A · B 
ll\B mA 
(2.14.) 
Die kinetischen Gleichungen nach den vorgestellten Mechanis-
men haben für Dreisubstrat-Reaktionen eine ähnliche Form mit 
der Erweiterung, daß auch für das dritte Substrat ein K -Wert 
m 
vorhanden ist. 
Da eine eindeutige Aussage über den vorliegenden Mechanismus 
einer komplexen enzymatischen Reaktion selten möglich ist und 
sehr umfangreiche Messungen voraussetzt, wurden zur Verein-
fachung der kinetischen Gleichungen folgende Annahmen gemacht: 
1. Die Umwandlung des ternären Enzym-Substrat-Komplexes zu 
dem ternären Enzym-Produkt-Komplexvollzieht sich langsam. 
2. Die beiden Substrate assoziieren und die beiden Produkte 
dissoziieren schnell. 
3. Die Bindung des einen Substrates beeinflußt die des 
anderen nicht. 
4. Jedes Substrat kombiniert nur mit einer Bindungsstelle 
am Enzym. 
5. Die Rückreaktion ist vernachläßigbar unter den vorlie-
genden Reaktionsbedingungen. 
Ohne Berücksichtigung von möglicherweise vorliegenden Inhi-
bierungen ergibt sich folgendes kinetische Modell: 
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n s. n s . . ( 1 ~u) 
V fl ]_ vmax. TI J.O R = = +S .. (1-U) max K +S. K 





vmax = E rr k. (2.16.) 0 ]_ 
i=1 
Die vorgestellte Beziehung ist jedoch bei hohen Substrat-
konzentrationen und bei höherem Umsatz nur selten gültig, da 
Substrate, Produkte und auch an der Reaktion nicht beteiligte 
Fremdstoffe einen inhibierenden oder aktivierenden Einfluß auf 
die Reaktion haben können. 
Man unterscheidet hauptsächlich drei Inhibierungstypen: 
1. Nichtkompetitive Inhibierung: 
Die inhibierende Komponente beeinflußt die Aktivität des 
Enzyms, ohne die aktive Stelle zu blockieren und ohne 
mit dem Substrat in Konkurrenz zu treten. Die Struktur 
der aktiven Stelle wird jedoch verändert. Es tritt eine 
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m 
(2.17.) 
Bei der kompetitiven Inhibierung lagert sich das hemmende 
Molekül selbst an die aktive Stelle und blockiert diese 
daher für das Substrat. Dieser Effekt kann durch Erhöhung 
der Substratkonzentration aufgehoben werden, da nur K 
m 
beeinflußt wird. Eine Produkt-Inhibierung ist häufig von 
kompetitiver Art, da das Produkt erst aus dem Enzym-Pro-
dukt-Ko~plex abdissoziieren muß, bevor die aktive Stelle 
wieder für ein neues Substratmolekül zur Verfügung steht. 
- 30 -
Die Änderung von K wird wie folgt berücksichtigt: 
m 
K = K 
m. m 
l 
(1 + __!__) > R =V K. max 
l 
s 




Da man in der Biotechnologie meist versuchen wird, mit 
hohen Substratkonzentrationen zu arbeiten, um die er-
forderlichen Reaktorvolumina zu begrenzen, ist bei sol-
chen "nicht physiologischen" Substratkonzentrationen eine 
Substratüberschußinhibierung wahrscheinlich. Es kann sich 
mehr als ein Substratmolekül an das Enzym anlagern, hier-
durch wird die Aktivität des Enzyms verringert. Bei Es 2-
Komplexen gilt: 
s. = s . ( 1 + ~) 
1 K. ~ R =V / max 
l K 
m 
s . ( 1 + __§_) 
KI1 
+ s . ( 1 + _s_) 
KI2 
(2.19.) 
Ein weiterer seltener Inhibierungstyp ist die unkompetitive 
Inhibierung, bei der der Inhibitor sich an das Enzym in der 
Weise anlagert, daß sowohl Aktivität herabgesetzt als 
auch die aktive Stelle des Enzyms blockiert wird. 
Eine weitere Rolle kann die Allosterie spielen, bei der ein 
nicht direkt an der Reaktion beteiligter Stoff sich an das 
Enzym bindet und dadurch eine Konformationsänderung des 
Enzyms hervorruft. Hierdurch kann die Aktivität entscheidend 
beeinflußt werden. 
Der Einfluß von Aktivatoren wie z.B. Metallionen wird durch 
empirische Funktionen berücksichtigt. Meist wird jedoch nur 
die optimale Effektorkonzentration konstant eingestellt. 
Der pH-Wert hat einen Einfluß auf enzymatische Reaktionen, der 
vom betrachteten System abhängt. Er verändert über die pK-
Werte von Säuren und Basen deren chemische Eigenschaften. 
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Die Struktur eines Enzyms und ihr aktives Zentrum werden be-
einflußt. Es ergibt sich meist ein pH-Opti;mwn bzw. ein opti-
maler pH-Bereich. 
Der Temperatureinfluß läßt sich befriedigend im Bereich bis 
40 - 80 °C je nach der Temperaturstabilität mit der Arrhenius-
Beziehung beschreiben, mit der man die Aktivierungsenergie Ea 
abschätzen kann: 
RG: Gaskonstante 
p Präexponentieller Faktor 
T : Temperatur in Kelvin 
( 2 • 20. ) 
Bei der Messung der Temperaturabhängigkeit der Aktivität eines 
Enzyms bekommt man stets ein A.ktivitä:tsmaximum •. Da aber nüt 
steigender Temperatur die Stabilität eines Enzyms abniTI\Illt, 
muß man von einem Aktivitätsmaximum und nicht von einem Tempe-
raturoptimu:rn sprechen, da die Lage des Aktivitätsmaximums sehr 
stark von der Verweildauer des Enzyms bei der jeweiligen Tem-
peratur abhängt. Die für eine kontinuierliche Reaktionsführung 
optimale Reaktionste111peratur hängt sehr stark von der Stabili-
tät, der A.ktivitä.t und den Kosten des betreffenden Enzyms ab. 
Bei der Wahl der Betriebsparameter Cz. B. Temperatur und pH,-Wert) 
muß neben der Aktivität und Stabilität der Katalysatoren auch 
die Substrat- und Produktstabilität beachtet werden. 
- 32 -
2. 2. Auswerb.mg enzymkinetischer Messungen 
2.2.1. Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit 
Um den Einfluß unterschiedlichster Faktoren auf die katalytische 
Aktivität von Enzymen möglichst genau bestimmen zu können, ist die 
Ermittlung der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit am besten geeignet, 
da die Zusammensetzung eines Reaktionsgemisches zum Zeitpunkt 
t=O, d.h. zum Zeitpunkt des Starts der Reaktion, genau bekannt 
ist und sich noch keine Reaktionsprodukte gebildet haben, die 
einen Einfluß auf die Reaktionsgeschwindigkeit haben. Man re-
gistriert den Verlauf des Umsatzes der Reaktion als Funktion 
der Zeit, wobei die Steigung der sich bildenden Kurve der dem 
jeweiligen Zeitpunkt und Umsatz entsprechenden Reaktionsge-
schwindigkeit unter den vorliegenden Bedingungen entspricht. 
Im Idealfall wird ein Substrat oder Produkt mit einer die 
Reaktion nicht beeinflußenden physikalischen Meßmethode gemes-
sen. In der vorliegenden Arbeit wird NADH photometrisch bei 
340 nm beobachtet, siehe auch Kapitel 3.2. 
Die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit kann aus den gemessenen 
Daten mit zwei verschiedenen Methoden ermittelt werden. 
1. Durch graphische Extrapolation der Konzentrations-Zeit-
Kurve auf t=O und Ermittlung der Steigung der Kurve bei 
t=O durch optisches Anlegen der Tangente. Diese Methode 
ist einfacher und wird daher häufiger angewendet als die 
2. Methode. 
2. Der gemessene Konzentrations-Zeit-Verlauf kann durch 
Diskretisieren des Verlaufs in eine Anzahl von C-t-Werte-
paare rechnerisch durch ein Polynom beschrieben werden. 
2 3 C=a+b·t+c·t +d·t +···· (2.21.) 
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da: 
dC 2 dt = b + 2c • t + 3c • t + .... 
gilt für t=O: 




Der Koeffizient b stellt die Anfangsreaktionsgeschwindig-
keit dar und kann numerisch durch einen Polynomausgleich 
über die ersten gemessenen C-t-Wertepaare ermittelt werden. 
Da jedoch nur im Idealfall die Reaktionsmischung zum Zeitpunkt 
t=O schon ideal durchmischt ist, vergeht in der Praxis eine 
gewisse Zeit für diesen Mischvorgang und dafür,die Reaktions-
mischung ins Analysengerät zu praktizieren. Der kinetische 
exakte Zeitpunkt t=O läßt sich also nicht genau bestimmen. 
Im Gegensatz dazu ist die Anfangskonzentration C der unter-
e 
suchten Komponente genau bekannt. Eine Extrapolation von R=f(C) 
auf R
0 
bei C=C0 führt zu genaueren Werten für die Anfangsreak-
tionsgeschwindigkeit. Extrapoliert man die Kurve R=f(C) auf 
R=O,so erhält man einengenauenWert für den Gleichgewichts-
umsatz bzw. die Gleichgewichtskonzentration des die Reaktion 
limitierenden Substrates bei Mehrfach-Substrat-Reaktionen, die 
vom Ausmaß des Uberschußes der weiteren Substrate abhängt. 
Aus dem Verlauf der Kurve R=f(C) lassen sich weiterhin Rück-
schlüsseauf denK- und V -Wert der limitierenden Komponen-
m max 
te ziehen,bzw. Hinweise auf eine eventuell vorhandene Produkt-
inhibierung finden (vorausgesetzt alle anderen an der Reaktion 
beteiligten Komponenten sind in einer sättigenden Konzentration 
eingesetzt) . 
Aus dem oben beschriebenen Polynom läßt sich für einen Zeit-
punkt t ein durch den Polynomausgleich geglätteter C-Wert be-
rechnen und atts der ersten Ableitung nach der Zeit der zuge-
hörigeR-Wert bestimmen (siehe Abb. 2.1 .) : 
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- Flir die Ausgleichsrechnung verwendet man, um den Rechen-
aufwand zu senken,nur eine Parabel als Polynom. 
- Die Anzahl der Wertepaare, die für einen Parabelausgleich 
verwendet werden,wird begrenzt. 
Indem jeweils ein altes Wertepaar verworfen und ein neues 
Wertepaar neu hinzugenommen wird, gleitet man an der C-t-
Kurve entlang. 
Die Reaktionsgeschwindigkeit und ein "geglätteter" Konzen-
trationswert wird nur flir den jeweils zentralen Punkt ei-
nes Parabelausgleichs berechnet. 
c 
t 
Abb. 2.1 .: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit durch einen 
gleitenden Parabelausgleich. 
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2.2.2 Ermittlung kinetischer Parameter; 
Aus einer Meßreihe der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit als 
Funktion einer Substrat.,-Konzentration erhält man im Idealfall 
eine hyperbolische Kurve wie sie von Michaelis und Menten 
(29) beschrieben wurde (Abb. 2.2.): 
R 
( 
Abb. 2.2.: Bestimmung von V und K nach Michaelis und Menten. 
max m 
Die Kurve geht von Reaktion 1. Ordnung bei kleinem C in eine 
Reaktion 0. Ordnung bei hohem C über. Den Grenzwert von R stellt 
die kinetische Konstante V dar. Eine Reaktionsgeschwindigkeit 
max 
von -2
1 V wird im Idealfall bei einer Substrat-Konzentration 
max 
erreicht, die der kinetischen Konstante K gleicht. Auf diese 
m 
Art lassen sich V und K abschätzen. 
max m 
Eine weitere Methode dieser Art ist,die jeweils zu einem Daten~ 
punkt zugehörigen Ordinaten- und Abszissenwerte mit einer Ge-
raden zu verblnden. Diese Geraden schneiden sich im Idealfall 
links neben der Ordinate bei den Koordinaten V und ~K ; 
max m 






Abb. 2.3.: Bestimm~ng von V und K nach Eisenthal, Cornish-
max m 
Bowden und Merino. 
Neben diesen Methoden zum Abschätzen von V und 
max 
K gibt es andere Methoden,diese und noch andere kinetische 
m 
Konstanten genau zu bestimmen, wobei man zwischen graphischen 
und numerischen Methoden unterscheidet. 
~r~p_~i~c~e_M~t~o~eQ 
Die graphischen Methoden laufen auf eine Linearisierung der 
kinetischen Gleichung hinaus, d.h. die kinetische Gleichung 
wird so umgeformt, daß man die kinetischen Konstanten durch 
eine A~sgleichsgerade bestimmen kann (siehe Abb. 2.4., Abb. 
~nd Abb. 2.6.): 














2. Eadie (3 3 ) : 
R V K R = -max 11\ c (2.25.) 
3 • Han:es ( 34 ) : K 
c m 
+ 
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Abb. 2,4., Abb. 2.5., Abb. 2.6.: Linearisierte Auftragung nach 
Lineweaver und Burk, nach Eadie und nach Hanes zur 





1/V ma x 
I 
1/R 







- Ki I 
1/R 






Abb. 2. 9 . / 
I 
Abb. 2.7., Abb. 2.8., Abb. 2.9.: Linearisierte Auftragung nach 
Dixon bei kompetitiver, nichtkompetitiver und unkompeti-
tiver Inhibierung zur Ermittlung der Inhibitorkonstanten. 
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Zur Ermittlung von Inhibitorkonstanten bei kompetitiver, nicht 
kompetitiver und unkompetitiver Inhibierung wird nach Dixon 
1 "b Ru er I aufgetragen (35) (siehe Abb. 2.7., Abb. 2.8. und Abb. 
2.9.). Entsprechend der Art der Inhibierung ergibt sich bei 
verschiedenen Substrat-Konzentrationen eine charateristische 
Schar von Geraden, aus denen sich V , K und K. ermitteln 
max m 1 
läßt. 
Die graphischen Methoden sind zwar einfach zu handhaben, sie haben 
aber den Nachteil, daß durch die Linearisierung die Wichtung 
der Meßwerte verändert wird (28). 
Numerische Methoden 
Durch geeignete Wahl der kinetischen Konstanten V und 
max 
Km können die gemessenen Daten optimal beschrieben werden. 
Es gilt z. B. für eine Ein-Substrat-Reaktion, wobei ge-
messene R-C-Wertepaare eingesetzt werden und jeweils für 
ein Parameterpaar Vmax und Km die Fehlerquadratsumme be-
rechnet wird: 





Bei den graphischen Methoden wird die gemessene Funktion 
R=f(C) nicht direkt angepaßt, dies ist jedoch mit Hilfe der 
nichtlinearen Regression möglich. Hierzu sind verschiedene 
Verfahren bekannt. Ausgewählt wurde ein Verfahren nach Rosenbrock 
( 36,37) , welches sehr schnell konvergiert. Nach diesem Ver-
fahren lassen sich auch komplexe kinetische Modelle optimieren, 
wobei jedoch relativ gute Schätzwerte für die kinetischen Kon-
stanten angegeben werden müssen, damit die Rechnung konvergiert. 
Durch eine statistische Analyse unter der Annahme einer Gauss'-
schen Fehlerverteilung können die Standardabweichungen der 
kinetischen Parameter und Korrelationskoeffizienten zwischen 
ve;cschiedenen kinetischen Parametern bestimmt werden. Diese 
Information dient dazu, Modellschwächen zu erkennen und die 
Anzahl der Modellparameter möglichst zu begrenzen. Der Ver~ 
gleich zwischen graphischen (linearen) und numerischen (nicht-
linearen) Methoden zeigt, daß die nichtlineare Regression 
die genauesten Parameterschätzwerte liefert (28). 
2.2.3. on-line 2'\uswertuns 
Um die numerische Methode zur Ermittlung von R als Funktion 
der Substrat-Konzentration C bzw. des Umsatzes mit vertret-
barem Zeit- und Kostenaufwand durchführen zu können, wurde 
ein Mikrocomputer-System aufgebaut, welches diese Aufgabe 
Online, d.h. parallel neben dem laufenden Experiment, durch-
führen kann (38). 
Dazu wurde auf der Basis des in Maschinensprache programmier-
baren, kommerziell erhältlichen KIM-Mikroprozessor Entwicklung 
Systems von MOS Technology (Norristown, PA, USA) ein Mikrocom-
puter System aufgebaut (siehe Abb. 2.10.). 
I Messgeräte I 
t DIA I l Digital-Voltmeter I KIMDMicrocomputer I X-Y -Schreiber 
DIA 4 
6 KB ROM, 29 KB RAM 
J 
I Lochstreifenleser ~ Basic-Programme: max 20 KB 1 Lochstreifenlocher I 
l Sichtgerät I I Floppy Disc I I t I PDP 11134 l Magnet-Kassette I J 
I Drucker I 
Abb. 2.10.: Mikrocomputer System 
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Das Grundsystem wurde mit einem Hauptspeicher von 28 K Byte 
RAM (Lese- und Schreibspeicher) und 4 K Byte ROM (Festwert-
speicher) ergänzt. Folgende Peripheriegeräte wurden über ent-
sprechende Interface-Bausteine angeschlossen: 
- Magnetbandkassette 
- Floppy Disc Gerät (als Massenspeicher für Systemsoftware, 
Anwender-Programme und Daten) 
- Lochstreifen Lese- und Stanzgerät (für die einfache Über-




Über einenBCD-Eingang können digitale Meßwerte direkt oder 
analoge Meßwerte über ein Digitalvoltmeter eingegeben werden. 
Eine Datenausgabe kann auch über zwei Digital-Analog-Wandler 
erfolgen, die mit einem X-Y-Schreiber verbunden sind. Über 
ein Interface im Sichtgerät wurde das Mikrocomputer System 
an einen größeren Rechner, einen PDP 11/34 Prozeßrechner der 
Firma Digital Equipment, angeschlossen, um Daten und Programme 
direkt übertragen zu können. 
Um eine einfachere und flexiblere Möglichkeit zu haben, Anwen-
dungsprogramme für den Mikrocomputer zu schreiben, wurden ein 
Assembler, ein Disassembler und ein Basic Interpreter als Soft-
ware gekauft. Der Assembler und Disassembler wurden verwendet, 
um selbst Treibersoftware für de11 software-mäßigen Anschluß 
der Peripheriegeräte an den Basic Interpreter zu erstellen. 
Das Programm ALR (siehe Anhang) führt die Datenerfassung und 
die Online-Berechnung des Verlaufs der Reaktionsgeschwindig-
keit als Funktion der Konzentration und die Ausgabe an den 
X-Y-Schreiber durch. In Abb. 3.3. ist das Ergebnis eines ki-
netischen Experiments als Zeichnung dargestellt, wie sie vorn 
Programm ALR auf dem X-Y-Schreiber erzeugt wurde. 
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Die weitere Auswertung erfolgt Off-line, d.h. nach Ende des 
Experimentes. Es werden aus dem gemessenen Reaktionsge-
schwindigkeits-Konzentrations-Verlauf bezüglich der Konzen-
tr~tion äquidistante Wertepaare ausgewählt, die zur Bestim-
mung der kinetischen Parameter dienen. Diese kinetischen 
Parameter werden durch nicht lineare Regression ermittelt. 
Die Schwankungsbreiten der kinetischen Parameter werden bei 
Annahme einer Normalverteilung der Fehler ebenfalls be-
stimmt. Im Anhang ist der Ablaufplan der rechnergestützten Aus-
wertung der kinetischen Messungen abgebildet. 
Für komplexe enzymatische Modelle mit vielen Modellparametern 
ist das Mikrocomputer System bei der :f'ararneteroptimierung be-
züglich der ~echengeschwindigkeit überfordert, obwohl dies 
prinzipiell möglich ist und auch durchgeführt wurde. Die ent-
sprechenden Programme wurden daher für den Prozeßrechner 
PDP 11/34 umgeschrieben. 
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2.3. Ultrafiltration 
Mit Ultrafiltration bezeichnet man im allgemeinen die Filtra-
tion hochmolekularer Stoffe mit einem Molekulargewicht von 
1 000 bis 1 000 000 g/mol , entsprechend einer mittleren Mole-
külgröße von 1 bis 25 nm. Die Filtration größerer Moleküle, 
Mikroorganismen bzw. Partikel, die noch nicht mit Glasfilter-
fritten oder gewöhnlichem Papierfilter filtrierbar sind, be-
zeichnet man als Mikrofiltration. Die Teilchengröße liegt 
zwischen 25 nm und 10 ~m. Moleküle mit einem Molekulargewicht 
unter 1 000 g/mol lassen sich aus einem Flüssigkeitsstrom 
ebenfalls zurückhalten, hierbei kann man jedoch nicht mehr 
von einer Filtration sprechen, sondern von einer Revers Osmose. 
Da Revers-Osmose-Membranen einen starken ionischen Charakter 
auf ihrer Oberfläche haben, beruht die Trennwirkung nicht mehr 
allein auf der Größe der Poren. Es treten deutliche Unterschiede 
bei der Retention von ionischen und nichtionischen Molekülen auf. 
Zur Ultrafiltration werden flüssigkeits- und gasdurchlässige 
Folien mit außerordentlich feinen Poren, sogenannte Ultrafil-
trations-(UF)-Membranen verwendet. Von der Struktur der Membran 
her kann man unterscheiden zwischen symmetrischen und asymmetri-
schen Membranen. SymwetrischeMembranen haben eine homogene 
Struktur mit einem ungefähr konstanten Porendurchmesser inner-
halb der Membran. Asymmetrische Membranen dagegen bestehen aus 
einer sehr dünnen Folie (Dicke 0,1 - 1, 5 ~m), welche die ei-
gentliche UF-Membran darstellt, die zur Erhöhung der mechani-
schen Stabilität auf eine großporige (Dicke 150 ~m) Stütz-
schicht aufgetragen ist. Als Material zur Herstellung von 
UF-Membranen verwendet man Celluloseacetat, regenerierte Cellu-
lose, Polysulfon, Polyamin, PTFE und Polyvinylchlorid, wobei 
die beiden letzteren Materialien ihrer großen Poren wegen haupt-
sächlich für die Trennung von makromolekularen Stoffen mit mehr 
als 100 000 g/mol benutzt werden. Für den Einsatz in Enzym-
Membran-Reaktoren sind hydrophile Membranen vorzuziehen, da 
solche Membranen in ihren ionischen Wechselwirkungen mit den 
Enzymen weitmehr natürlichen Zellwänden ähneln und damit einen 
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geringeren desaktivierenden Einfluß a1.1:. :_:nzyme haben als hydro~ 
phobe Membranen. 
Wesentliche Faktoren für die Auswahl eines geeigneten Membran-
Materials sind neben der gewünschten Porengröße bzw. Poren-
größenverteilung und Permeabilität für das Eluat eine aus~ 
reichende pH- und Temperatur-Stabilität, eine gute Stabilität 
gegenüber mikrobiellem Befall und gegenüber Agentien, die zur 
Sterilisierung des Reaktors verwendet werden wie Formaldehyd 
und Ethanol. 
UF-Membranen werden hergestellt als Flachmembranen und als 
Hohl~asern mit unterschiedlichem Innendurchmesser(von weniger 
als 1 mrn bis zu mehreren cm) .Je nach der benötigten Membran-
fläche werden Flachmembranen auch gestapelt oder spiralför-
mig aufgewickelt eingesetzt, wobei dichte Separatorfolien 
und Netzfolien verwendet werden, um einen möglichst kompakten 
Aufbau zu ermöglichen. Hohlfasern werden im allgemeinen gebün-
delt in einem Rohr eingesetzt, die Enden mit einer Dichtungs-
masse vergossen, wobei die inneren Öffnungen an den Enden aus-
gespart bleiben. 
U;F.,...Membranen müssen im Betrieb quer zur Oberfläche angeströmt 
werden, um die Bildung einer Gelschicht aus abzutrennenden 
makromolekularen Substanzen bzw. eine Konzentrationspolari-
sation möglichst gering zu halten. Um turbulente Strömungsbe-
dingungen im Inneren der Hohlfaser anzunähern und um Verstopf-
ungen zu vermeiden, sollte der Innendurchmesser von Hohlfasern 
nicht zu klein sein. Hohlfasern mit Innendurchmessern von 
weniger als 500 ~m neigen bei hohen Proteinkonzentrationen zur 
Verstopfung (39). Durch eine Gelschicht erhöht sich einerseits 
der Druckabfall über die Membran (durch eine scheinbare Verlän-
gerung der Pore der Membran und gleichzeitige Verringerung des 
Porendurchmessers) andererseits wird die Trennwirkung der Membran 
verbessert, indem die Gelschicht als zusätzliche Membran fun-
giert. 
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Für die Strömung einer Lösung durch eine einzelne Pore 
einer Membran gilt das Hagen-Poiseuille'sche Gesetz: 
2 



















Konstante der Komponenten 
(Funktion der Retention) 
Porenradius 
Konzentration der Komponenten 
Druckabfall über die Membran 
Dynamische Viskosität 
Länge der Poren 
Dem Vorteil der Verbesserung der Retention durch eine Sekun-
därmembran steht der Nachteil entgegen, daß das in der Sekun-
därmembran gebundene Enzym der homogenen Katalyse entzogen 
ist und damit weniger effektiv genutzt werden kann. Dieser 
Effektivitätsverlust ist auf Transportlimitierungen und auf 
Kanalbildung in der Gelschicht zurückzuführen. 
Da bei Ausbildung einer Sekundärmembran vor der UF-Membran in 
jedem ;Fall die Sättigungskonzentration des Enzymproteins vor-
liegt, besteht immer die Gefahr eines erhöhten Polymerverlusts, 
sofern die Retention durch die Ausbildung der Sekundärmembran 
nicht entsprechend erhöht wird. 
Die Retention beschreibt die Rückhaltefähigkeit der Membran 
( 40) : 








eR Konzentration im Reaktor (zurückgehaltene Korn-
ponente) 
CF Konzentration im Filtrat 
Ein mit erzwungener Strömung betriebener Membranreaktor stellt 
im Idealfall einen kontinuierlichen Rührkessel dar. Die Massen-
bilanz für das abzutrennende Polymer lautet wie folgt: 
Durch Verwendung von Gleichung (2.29) folgt: 
deR 1 
dt = - ( 1 - R) . eR . T 
Nach Integration folgt: 
(1-R) • t 
T T eR R == 1 + -t • ln = e 
Als Ausspülhalbwertszeit ergibt sich: 
T • ln 0, 5 







Handelt es sich bei dem Polymer um ein Enzym, so spricht man 
auch von der Aktivitätshalbwertszeit. Als "Desaktivierung" des 
Polymers durch Ausspülen aus dem Reaktor ergibt sich für eine 




Eine Desaktivierungskonstante kd kann als Geschwindigkeits-
es 
konstante erster Ordnung wie folgt definiert werden: 
k = (1-R) 
des T (2.35.) 
Der Verlust an Polymer durch Ausspülen kann formal als Reak-
tion erster Ordnung angesehen werden. 
In Abb. 2.11. ist für mehrere verschiedene Retentionen der 
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Abb. 2.11 .: Desaktivierung als Funktion der Operationszeit 
bei unterschiedlicher Retention 
Wie hoch die Retention in der Praxis sein muß, hängt im wesent-
lichen von der Operationszeit ab. Sollen niedermolekulare Kom-
ponenten aus einer Polymer-haltigen Lösung durch Ausspülen be-
seitigt werden, so reichen 7 Verweilzeiten aus, um die Konzen-
tration der niedermolekularen Verbindung bei einer Retention 
R=O auf weniger als 0,1 % der Konzentration des Polymers zu 
senken, dessen Retention R=0,99 beträgt. Während dieser Zeit 
- 48 -
gehen weniger als 7 % des Polymers verloren. In 70 Verweil-
zeiten gehen dagegen über 50 % und in 700 Verweilzeiten über 
99,9 % verloren. 
Für eine Protein-Aufkonzentrierung ist also eine Retention 
von 0,99 ausreichend, nicht jedoch für den Einsatz im konti-
nuierlich betriebenen EMR. 
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3. Kinetische Untersuchungen der Reaktionssysteme 
Im folgenden Kapitel sind die Ergebnisse der kinetischen Unter-
suchungen dargestellt, die durchgeführt wurden, um alle den 
Reaktionsablauf der durch FDH, ALADH und LEUDH katalysierten 
Reaktionen wesentlich beeinflußenden Faktoren zu erfassen. Als 
Coenzym wurde neben nativem NAD(H) auch an PEG-10 000 kovalent 
gebundenes NAD(H) ~erwendet. Zum Vergleich wurden auch Proben 
von PEG-20 000-NAD(H) und Dextran-40 000-NAD(H) verwendet. Für 
FDH, ALADH und LEUDH wurden kinetische Modelle aufgestellt, 
deren Parameter durch Anpassung an die kinetischen Daten durch 
nichtlineare Regression erhalten wurden, sowohl bei Verwendung 
von nativem NAD(H) als auch bei Verwendung von PEG-10 000-NAD(H). 
Die Konzentrationsangaben für Polymer gebundenes Coenzym beziehen 
sich im folgenden immer auf das Coenzym und nicht auf den Poly-
mer, der an einem Molekül mehr als ein Coenzym-Molekül gebunden 
haben kann. 
3.1. Charakterisierung der Enzyme und Coenzyme 
fo~m!a! Qegy3rQg~n~s~ 
-Kürzel: FDH (EC. 1.2.1.2.) 
- Quelle: Candida boidinii 
- Hersteller: GBF 
-Verfahren der Herstellung: Schütte et al. (9,21) 
-bekannte Stoffdaten (21,23): 
Gleichg8wichtskonstante für die Oxidation von Formiat: 
KGL = 35 000 -
- RUckreaktion 5000- mal langsamer 
- Molekulargewicht: M = 74 000 g/mol 
- pH-Optimum: 7,5- 8,5 
- KmNAD+ = 0,09 mmol/li KmF = 13 mrnol/1 bei pH 7,5 und 30 °C 
- keine Effektoren 




- Klirzel: ALADH (EC, 1.4.1,1.) 
- Quelle: Bacillus subtilis 
- Hersteller: Fa. Boehringer 
-Verfahren der Herstellung: Yoshida et al. (41,42) 
-bekannte Stoffdaten (41,42): 
- Gleichgewichskonstante 
KGL = 3,23 . 10+13 
für die Aminierung von Pyruvat: 
1 2/mol 2 
- Molekulargewicht: M = 228000 g/mol 
.... pH-Optimum: 8, 8 - 9, 0 
- KmNADH = 0,023 mmol/1; KmPyr = 0,54 mmol/1 
KmNB + - 38 mmol/1 bei pH 8, 25 °C, Tris-Puffer 
4 
- keine Effektoren 
- Inhibitoren: Schwermetall-Ionen, HS--blockierende 
Reagentien 
~-~e~cin_Dehyd~o~e~a~e 
-Kürzel: LEUDH (EC. 1.4.1.9.) 
- Quelle: Bacillus sphaericus 
- Hersteller: GBF 
- Verfahren der Herstellung: Hummel et al. (43) 
-bekannte Stoffdaten (44,45): 
- Gleichgewichstkonstante für die Aminierung von 
a-Keto Isocaproat: KGL = 9,01 · 10+12 1 2/mol 2 
- Molekulargwicht: M = 245000 g/mol 
- pH-Optimum: 9,5 
thermisch sehr stabil (5 min stabil bei 60~°C) 
= 0,035 mmol/1; KmKt = 0,31 mmol/1 
0 
= 200 mmol/1 bei pH 9,5 und 25 c 
- keine Effektoren 
- Inhibitorer1: Pyridoxal-Phosphat, D-Aminosäuren deren 
L-Enantiomer Substrate sind, p-Chloromercuribenzoat, 
HgC1 2 , Cuso4 , CoC1 2 , MgC1 2 und Na 2s 
- Au.ßeX" L-Leucin kann auch L-Isoleuc±n, L-Valin und 
L--No:r"Valin mit hoher Enzymaktivität produziert werden. 
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~o!y~t~y!e~g!y~o!-lO_OQO=N~-J2=~i~o=e!hyll-~AQ(~) 
- Kürzel: PEG-10 000-NAD(H) 
- Hersteller: GBF 
- Verfahren der Herstellung: Bückmann et al. (19) 
-mittleres Molekulargewicht: M = 11 200 g/mol 
- Der enzymatisch wirksame Gehalt des PEG-10 000-NAD(H) 
lag je nach Präparation zwischen 85 - 90 % des 
photometrisch meßbaren Gehalts, die Konzentration 
an Coenzym lag zwischen 3 und 6 mmol/1. 
Das Schema der Herstellung von PEG-10 000-NAD(H) 
ist in Abb. 3.1. dargestellt. 
3.2. Analytik 
Zur Messung des Verlaufs der von NAD(H) abhängigen 
Dehydrogenasen katalysierten Reaktionen eignet sich am 
besten die Photometrie. Der Dihydropyridin-Teil des 
NADH-Moleküls zeigt bei 340 nm für natives NADH und bei 
338 nm für polymergebundenes NADH, wie es in dieser 
Arbeit verwendet wurde, eine charakteristische Absorption. 
Der molare Extinktionskoeffizient beträgt für natives 
und für polymergebundenes NADH (19): 
E340 = 6220 
2 
mol/cm 
Bei diesen Wellenlängen zeigt das oxidierte Coenzym 
keine Absorption. 
PEG- OH 
l S0Br 2 Toluol 
PEG- Br 
l NH 3 EtOH 
PEG-NH 2 
l o~o H20 
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I ._..CH 2 H2N'~H2 Ethylenimin pH = 4. 3 - 4. 7, T = 20 °C 
6 0 
NH 2 m 
H N-CH -CH .lN~N cu~ c-NH2 3 2 2 ~. 1 ~ .... 
"' rl N N e 1 (Polymer) -COOH 
Carbodiimid 
pH = 4.5 
R-P-P-R 
N(l)-(2-AE)-NAD+ 
6 0 NH2 m 
IPolymerl-C-N-CH -CH ..!N~I f\, P"ir-1 C-NH2 
II I 2 2 ~ •• Jl I ~:.JJ 
0 H N ~ ~ 
R-P-P-R 
(Polymer)-N(l)-(2-AE)-NAD+ 
Na 2S2 04 
pH = 8, 0, T = 4 5 ° C 
(Polymer)-N(6)-(2-AE)-NADH 
Abb. 3.1.: Synthese von PEG-10 000-NAD(H). 
(P=Phosphat, PEG=Polyethylenglykol, R=Ribose) 
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Diese Meßmethode ist sehr präzis und ermöglicht einen Meßbereich 
bezüglich des direkt meßbaren NADH-Konzentrationsbereichs von 
0,01 bis 15 mmol /1 bei Verwendung von Küvetten mit Schicht-
dicken zwischen 10 und 0,2 mm . Es wurde ein Zweistrahl-
Photometer der Fa. Shimadzu Typ UV 140 verwendet. 
Die voltammetrische Methode zur Bestimmung der NAD(H)-Konzen-
tration eignet sich nicht bei kinetischen Messungen ~2). 
Die polarimetrische Bestimmung von NAD(H) ist mit genügender 
Genauigkeit nur bei Konzentrationen über 2 mmol/1 möglich. 
Außerdem entstehen während der Reaktion optisch aktive Amino-
säuren und beeinflussen damit den Drehwert. 
Die fluorimetrische Bestimmung von NAD(H) ist zwar empfindlicher 
als die photometrische Methode, aber umständlicher, da die 
Messung häufig durch eine Eichung kalibriert werden muß. 
Bei den Experimenten im Enzym-Membran-Reaktor wurde der Umsatz 
der Reaktion durch Messung des optischen Drehwertes der Produkt-
lösung polarimetrisch gemessen. Diese Mes9ung wurde in einem 
Polarimeter der Fa. Perkin-Elmer Modell 241 durchgeführt. Die 
Produktlösung wurde im kontinuierlichen Strom in einer Durch~ 
flußküvette mit 10 cm Schichtdicke vermessen. Eichkurven zur 
Ermittlung der L~Alanin bzw. L-Leucin Konzentration in der pro-
duktlösung eines EMR-Experiments aus dem optischen Drehwert 
sind in Kapitel 5.3.1. dargestellt. Die polarimetrische Umsatz-
bestimmung ist möglich, da das Produkt L-Aminosäure die einzige 
chirale Verbindung in der Produktlösung ist. Mit Hilfe einer 
Eichung fÜr den jeweiligen kontinuierlichen Versuch entsprechend 
der Zusammensetzung der Substratlösung konnte der Umsatz aus 
dem optischen Drehwert ermittelt werden. 
Zur Oberprüfung der polarimetrisch ermittelten Umsatzwerte wur-
den die Produktlösungen der Versuche zur L-Alanin- und L-Leucin-
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Produktiön mit Hilfe eines ,Aminosäure Analysers und für 
L~Leucin durch enzymatische Oxidation, katalysiert durch L-Ami-
nosäure Oxidase, untersucht (46). 
Die enzymatische 
geführt: 
L-Aminosäure Bestimmung wurde wie folgt durch-
2 ml einer Lösung von 20 mg o-Dianisidind hydrochlorid in 
0,1 mol/1 Tris-Puffer pH 7,5 und an Sauerstoff ge-
sättigt, 
0, 05 ml einer Suspension von L-Aminosäure- Oxidase ( L-AOD) in 
3,2 mol/1 Ammoniumsulfat-Lösung mit einer Aktivität 
von 5 U/ml , 
0,01 ml einer SuspensionvonPeroxidase (POD) in 3,2 mol/1 
Ammoniumsulfat-Lösungmi t einer Aktivität von 2500 U/ml und 
0,1 ml einer 100-fach verdünnten Probe der Produkt-Lösung 
werden vermischt. 
Die Bildung eines Farbstoffs wird nun durch Messung der Extink-
tion des Reaktionsgemisches bei 480 nm in einem Photometer be-
obachtet. Die Konzentration des Farbstoffs, die nach Abschluß 
der Reaktion erreicht wird, ist proportional zur L-Aminosäure 
Konzentration in der Probelösung. Die Analyse basiert auf der 
desaminierenden Oxidation der L-Aminosäure zur entsprechenden 
cx-Ketosäure, katalysiert durch das Enzym L-Aminosäure Oxidase. 
Das gleichzeitig entstehende Wasserstoffperoxid wird zu 
Wasser reduziert in der durch das Enzym Peroxidase kataly-
sierten Oxidation von c~Dianisidin zum entsprechenden Chinimin. 
Dieses Chinimin ist ein rot-oranger Farbstoff. Das Reaktions-
schema der enzymatischen L-Aminosäure Bestimmung ist in 
Abb. 3.2, dargestellt. 
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COOH COOH 
l L~AOD I H-C-NH + 02 + H2o C==O + H202 + NH 3 I 2 I 
yH2 CH 2 I 
yH-CH 3 yH-CH 3 
CH3 CH 3 
L-Leucin cx -Keto-Iso-
caproat 
H202 + DH 2 
POD 2 H2o + D 
o-Dianisidin Chromopor 
Abb, 3.2.: Reaktionsschema der enzymatischen L-Aminosäure 
Bestinunung. 
3.3. Kinetische Messungen und Modellentwicklung 
Um das reaktionstechnische Verhalten einer enzymatischen Reak-
tion gut beschreiben zu können, ist es notwendig, die Aktivi-
tät des Enzyms bei unterschiedlichen Randbedingungen zu er-
mitteln. Bei Gültigkeit der Michaelis-Menten-Kinetik genügt 
die Ermittlung der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit R0 : 
= R 
0 (3.1.) 
in Abhängigkeit von den Größen, welche die Reaktion beeinflussen, 
~e~f~h~e~s~eis~ ~ei ~e~ ~i~e!i~c~e~ ~e~s~n~e~ 
Bis auf das Enzym wurden sämtliche Reaktionspartner in Was-
ser gelöst,und die erhaltene Lösung wurde auf den für die 
Messung gewünschten pH-Wert mit Natronlauge oder Salzsäure 
eingestellt. Die Konzentration der einzelnen Lösungen der 
Reaktionspartner wurde so eingestellt, daß später nach Mischung 
der einzelnen Lösungen der Reaktionspartner die gewünschte 
Konzentration im Reaktionsgemisch eingestellt wer-
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den konnte. Die Coenzym-Lösung und die Enzymlösung wurde 
jeden Tag frisch hergestellt und während des Tages mit Eis ge-
kühlt, um eine Desaktivierung so weit wie möglich zu vermeiden. 
Bei jedem kinetischen Versuch wurde wie folgt verfahren: 
- Alle Reaktionskomponenten bis auf das Enzym wurden zusam-
mengegeben und gut durchgemischt. 
Das Reaktionsgemisch und die Enzymlösung wurden in einem 
Thermostat auf Reaktionstemperatur gebracht. Die leere 
Photometerküvette wurde in einem thermostatisierbaren 
Küvettenhalter im Photometer auf die Reaktionstemperatur 
gebracht. 
- Das Kinetik-Auswerteprogramm ALR (siehe Anhang) wurde ini-
tialisiert.Hierzu wurde die Skalierung des X-Y-Schreibers an-
gegeben, die Ausgleichswertemenge für den Parabelausgleich, 
die Schichtdicke und der Extinktionswert der zu 
messenden Lösung, jedoch ohne NADH,falls dies als Substrat 
verwendet wurde. 
- Die gewünschte Menge Enzymlösung wurde nun dem Reaktionsge-
misch zugegeben, das Reaktionsgemisch wurde gut gemischt 
und in die Photometerküvette eingefüllt. 
- Schließlich wurde das Kinetik-Auswerteprogramm gestartet. 
Zwischen dem Start der Reaktion durch Zugabe von Enzym 
und dem Start der Datenerfassung vergingen zwischen 30 und 
45 Sekunden, die zum vollständigen Mischen der Reaktions-
lösung und zum Einfüllen in die Photometerküvette benötigt 
wurden. 
- Während die enzymatisch katalysierte Reaktion in der Kü-
vette abläuft, wird die Reaktionsgeschwindigkeit als Funk-
tion der NADH-Konzentration auf dem X-Y-Schreiber gezeichnet. 
Das Ergebnis einer kinetischen Messung als X-Y-Diagramm ist in 
Abb. 3,3. dargestellt. Die Datenpunkte bei kleinen Reaktions-
geschwindigkeiten häufen sich, da mit festem Zeitintervall ge-
rneßsen wurde. Aus diesem Grund entstand ein Tintenfleck. 
- 57 -
Vor Beg;lnn der ,Messung wurde der: Nullpunkt des Photometers ge-
n~u e;ingestel,lt. Be;t der: Untersuchung der FDH wurde dies :mit 
Re~ktionsgemisch durchgeführt, dem Pufferlösung anstatt Enzym-
Lösung zugesetzt wurde. 
Bei der Untersuchung der anderen Enzyme wurde ein Reaktionsge-
misch verwendet, welches anstatt der Coenzym-Lösung Wasser 
und anstatt der Enzym-Lösung Puffer-Lösung enthielt. Außerdem 
wurde die Anfangskonzentration des NADH bestimmt, indem die 
Extinktion des Reaktionsgemisches gemessen wurde, wobei wie-
derum anstatt Enzym Pufferlösung enthalten war. 
Der genaue enzymatisch aktive Gehalt des verwendeten Coenzyms 
wurde jeweils durch Messung der Endkonzentration (bei R=O) 
ermittelt. Bei Verwendung von FDH wurde hierzu eine 100-fach 
höhere Enzym-Konzentration verwendet als bei den R -Messungen, 
0 

















r 40 •c 
0~--------~~------~~--------~~------~~--------~ 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 
NADH (mmol · r1) 
A.bb. 3.3.: On-line Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeit 
X-Y-Schreiber Diagramm. 
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Die Anft3.ngsreaktj_ons.geschwindigkeit wird durch_ ;rraphische Extra-
polation auf c0 a-us Cl,em ;R.~C-Verla-uf ermittelt, Eine solche 
graphische Extrapolation ist als gestrichelte Linie in Abb. 
3.3. gekennzeichnet. Anstatt diese Extrapolation graphisch 
(von Hand) durchzuführen, was bei genügend kleiner Reaktionsge-
schwindigkeit ,meist genau .genug ist, kann die Extrapolation auch 
n-umerisch durchgeführt werden. Hierzu werden aus dem R-e-Verlauf 
bezüglich der Konzentration äquidistant liegende Wertepaare aus-
gewählt. 'Mit einem Programm, zur nichtlinearen Regression, werden 
durch Anpassung eines geeigneten kinetischen Modells an diese 
Daten kinetische Konstanten ermittelt. Durch Einsetzen der An-
tangskonzentration in das optimierte kinetische Modell kann R 
0 
besttnlfl'!t we:r:den, 
Der Einfluß des pH-Wertes und der Temperatur auf die Aktivität 
der Enzyme wurde untersucht. Der pH-Wert, bei dem die 
kinetischen Untersuchungen durchgeführt wurden, wurde im 
Hinblick auf die kontinuierliche Prozeßführung im Enzym :Mem-
bran Reaktor ausgewählt. Dabei war ein Kompromiß zwischen dem 
pH-Optimum der Formiat Dehydrogenase und der als zweites Enzym 
verwendeten Dehydrogenase herzustellen. Die Anfangsreaktions-
geschwindigkeitsmessungen wurden in Gegenwart von Phosphatpuf-
fer durchgeführt, um eine pH-Verschiebung während der Reaktion 
zu vermeiden. 
Aus dem Einfluß der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit 
wurde nach Arrhenius die Aktivierungsenergie berechnet. Dabei 
w-urden nur Meßwerte verwendet, bei denen die thermische Des-
aktivierung während der Meßzeit noch vernachlässigt werden konn-
te. Für die weiteren kinetischen Messungen wurde zunächst 
als Reaktionstemperatur 40 °C ausgewählt, da hier für die 
Dauer der kinetischen Messungen noch keine thermische Desakti-
vier-ung feststellbar war. Bei den kontinuierlichen Versuchen 
im Enzym-Membran-Reaktor zeigte sich jedoch, daß eine Betriebs-
temperatur von 25 °C vorzuziehen ist. 
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Der 'rempe;ratureinfluß auf die Kinetik wurde nun durch Korrektur 
von V entqprechend der ge:rne.ssenen Aktivierunsrsenergie berück-
:max 
sichtigt. 
Der Einfluß der Substrate und Produkte auf die Enzymaktivität 
wurde durch systematische Variation jeweils eines Parameters 
bestimmt. Der Einfluß der Substrate und Produkte wird jeweils 
in einem kinetischen Modell zusammengefaßt, dessen Parameter 
durch nichtlineare Regression gewonnen wurden. 
Der Einfluß der Produkte kann nicht nur aus Anfangsreaktions~ 
geschwindigkei.tsmessungen bei Variation der Produktkonzentra~ 
tion,sondern auch aus dem Verlauf der Reaktionsgeschwindigkeit 
als Funktion des Umsatzes gewonnen werden, wenn man bei bekann-
tem V - und K -Wert die mit dem Umsatz abnehmende Reaktions-
max m 
geschwindigkeit nicht nur über den Substratabbau,sondern auch 
über die rroduktakkumulation modellmäßig beschreibt und dabei 
alseinzigen Optimierungsparameter die Inhibierungskonstante 
K. des Produktes ermittelt, dessen korrespondierendes Substrat 
l 
im Vergleich zu anderen Substraten im Unterschuß vorhanden ist. 
Der Verlauf der Reaktion kann recht gut durch das optimierte 
kinetische Modell. beschrieben werden, Für ALADH ist bei Ver-
wendung von rEG-'JO 000-NADH noch nicht einmal die Definition 
einer Produktinhibierung durch PEG-10 000-NAD+ nötig. 
Da für die untersuchten Systeme unter den gewählten Reaktions-
bedingungen der Einfluß der Enzymkonzentration auf die beob-
achtete volumenbezogene Reaktionsgeschwindigkeit streng linear 
ist, können die bei verschiedenen Katalysatorkonzentrationen 
gemessenen Reaktionsgeschwindigkeiten einheitlich auf die Kata-
lysatormenge umgerechnet werden. 
Alle in den Darstellungen der Ergebnisse der kinetischen 
Messungen eingezeichneten Linien sind Ergebnisse der optimier-
ten kinetischen Modelle. Nur bei der Darstellung des pH-Ein-
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fl:qßes a,u;f die Aktivit~t der E.nzy,me ist die eingezeichnete Li-
nJ.e eine Interpolation. 
Jeder Datenpunkt in den Darstellungen der verschiedensten Ein-
flüße auf die Enzymaktivität ist das Ergebnis eines Versuches 
mit on-line=Auswertung der Reaktionsgeschwindigkeit, wie sie 
oben beschrieben wurde. Die Reaktionsbedingungen der kine-
tischen Messungen sind jeweils in den Legenden der korrespon~ 
dierenden Abbildungen angegeben. 
3.3.1. Kinetik der FDH 
Die Messungen des Einflusses des pH-Wertes auf die Aktivität der 
FDH ergibt ein breites Aktivitätsmaximum zwischen pH 7 und 















NAD+0=4.43 MMOL/L ; F0~396 MMOL/L 
T=40 GRD ; PHOSPHAT-PUFFER=33 MMOL/L 
6 7 6 9 
PH 




Da die FlJH in kontinu:i,erlichen Versuchen im EMR. zusammen mit 
AL,ADH bzw. LEUDH einge.setzt werden soll, wurden die kinetischen 
Messungen bei pH 8 durchgeführt, um die Aktivität beider Enzyme 
(vgl. auch 3.3.2. und 3.3.3,) gut zu nutzen. pH 8 ist ebenfalls 
ein günstiger pH in Bezug auf die Langzeitstabilität von NAD+ 
und NADH ( 4 7) . 

















NAD+0=4.43 MMOL/L ; F0~396 MMOL/L 
PH 8 ; PHOSPHAT-PUFFER=33 MMOL/L 
20 30 40 50 60 
T CGRDJ 
Abb. 3.5.: R0 als Funktion der Temperatur. 
70 80 
Es ergibt sich bisT= 50 °c ein Verhalten nach Arrhenius, 
oberhalb dieser Temperatur nimmt die Desaktivierung des En-
zyms stark zu. Die weiteren Messungen zur Kinetik der FDH wur-
den bei 40 °c durchgeführt, wobei sowohl natives als auch 
molekulargewichtsvergrößertes Coenzym eingesetzt wurde. 
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F0=400 MMOL/L 
























A A NAD+ 
0 Op(G-10000-NAD+ 






als Funktion der NAD+~Konzentration 
3 
Wie in Abb. 3.6. zu sehen ist, ergibt sich bei der Verwendung 
von PEG-10 ooo~NAD+ eine höhere Aktivität als bei nativem NAD+. 
Der K -Wert dagegen unterscheidet sich nicht wesentlich. Auch 
m + 
nicht gebunden an NAD hat PEG einen aktivierenden Einfluß auf 
FDH, dieser ist jedoch nicht ganz so hoch wie bei der Verwen-
+ dung von PEG-10 000-NAD . 
Bei der Untersuchung des Ei.nflußes der Formiat-Konzentration 
auf die Aktivität von FDH zeigt sich der gleiche aktivierende 
Einfluß, wenn an PEG~1o 000 gebundenes NAD+ verwendet wird. 
(Abb. 3.7.). Das .MoO.ell nach .Michaelis und .Menten liefeJ;"t 
für ·Formiat als Substrat sehr hohe Krn~werte, wobei im Falle 
des molekulargewichtsvergrößerten Coenzyms eine dreimal größere 
Substratkonzentration im Vergleich zum nativen Coenzym er-: 
















NAD+0=1 .4 MMOL/L ; PEG-10000-NAD+0~1 .53 MMOL/L 






























A A NAD+ 
0 OpEG-10000-NAD+ 
750 1000 1250 1500 1750 
FORMIAT CMMOL/LJ 
2000 
Abb. 3.7.: R als Funktion der Formiat-Konzentration. 
0 
Da der K -Wert für Formiat zwei bis drei Größenordnungen höher 
m 
ist als der des Coenzyms, ist zu vermuten, daß Formiat erst 
nach Bindung von NAD+ am Enzym gebunden wird. Die Bindung von 
:Formiat i.st bei Konzentrationen unter 10 mmol/1 geschwindig-
keitsbestimmend fü,r die Gesamtreaktion. 
Pie kompetitive Produktinhibierung durch NADH bzw. PEG-10 ooo-
NADH ist recht stark, wie in Abb. 3.8. und Abb. 3.9. zu sehen 
ist. Bei Verwendung von nativem Coenzym wurden R
0
-Messungen 
unter Variation der Produktkonzentration durchgeführt. Der Grad 
der Inhibierung durch PEG-10 000-NADH wurde aus einem Integral-
run (R=;f (U)) (vgl. Kapitel 2. 2. 2.) bestimmt. 
Die Inhibierung der Reaktion durch co2 ist vernachlä.ßigbar. In 
Tab. 3.1. ist das zur Anpassung der kinetischen Daten verwendete 
Modell und sind die durch nichtlineare Regression erhaltenen ki-
netischen Konstanten zusammengefaßt, die Standardabweichungen 
















NAD+0=5.21 HHOLIL ; F0=2000 MHOLIL 
T=40 GRD ; PH 8 ; PHOSPHAT-PUFFER=33 MHOLIL 
0.5 1. 5 2 2.5 
NADH CHMOLILJ 















PEG-10000-NAD+0=1 .04 MMOL/L ; F0=400 MMOL/L 




















Abb. 3.9.: Reaktionsgeschwindigkeit als Funktion des Umsatzes 
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NAD+ HCOOH C02 NADH 
R FDH = Vmax'FDH 
NAD+ F 
KmN·'I\·o+ . (1 + NADH ) +NAD + 
n. KiPNADH 
Konstante natives PEG-10 000- Dimension Kommentar 
NAD(H) NAD(H) 
VmaxFDH 1 , 2 4 2,60 U · mg 
-1 
spezifische 
+ 0,043 ± 0,14 Aktivität 
- der FDH 
Kli\NAD+ o, 30 0,33 
-1 NAD+ mmo1 · 1 K 
± 0,041 ± 0,057 m 
KiPNADH 0,15 0,17 
-1 Kompetitve mmo1 · 1 
± 0,030 ± 0,0015 Inhibitor-
konstante 
für NADH 
94,5 269 mmo1 · -1 Formiat K mF 1 K ± 16,5 ± 35,6 m 
42,9 42,9 -1 Aktivierungs-EaFDH kJ · mo1 
± 3,4 ± 3,4 energie 
7 7 -1 präexponen-J?FDH 1 , 4 2 ·1 07 1 , 4 2. 107 U · mg ± 1,83·10 + 1,83•10 tie11er Faktor 
nach Arrhenius 
'l' ab . 3 . 1 . : Kinetik der FDH bei 40 °c und pH 8. 
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3,3~2, J<inetik qer AL,ADH 
Die Abhängigkeit der Aktivität der ALADH vom pH-Wert des 











NADH0~0.5 MMOL/L ; PYR0~10 MMOL/L ; NH4+~400 MMOL/L 
T=40 GRD ; PHOSPHAT-PUFFER=33 MMOL/L 
.-------------------------------------------------~ 
--1-------..------.------.------~--------l 
6 7 8 9 10 II 
PH 
Abb. 3.10.: R0 als Funktion des pH-Wertes. 
Es ergibt sich im Vergleich zur FDH ein ins Alkalische ver-
schobenes Aktivitätsmaximum zwischen pH 8 und pH 9, 25. 
Alle folgenden Untersuchungen wurden wegen des Einsatzes zu-
sammen mit FDH bei pH 8 durchgeführt. 
In Abb. 3.11. ist die Temperaturabhängigkeit der Aktivität 
der ALADH dargestellt. Die Aktivierungsenergie für ALADH ist 
in der gleichen Größenordnung wie die der FDH, ALADH ist jedoch 
temperaturstabiler. Im weiteren Ablauf der kinetischen Messungen 
mit ALADH wurde 40 °C als Arbeitstemperatur gewählt und sowohl 
natives als auch an PEG-10 000 gebundenes Coenzym verwendet, wie 















NADH0=0.868 MMOLIL ; PYR0~9.9 MMOLIL ; NH4+0=396 MMOLIL 
PH 8 ; PHOSPHAT-PUFFER=33 MMOLIL 
T CGRDJ 
Abb. 3.11 .: R0 als Funktion der Temperatur 
PYR0=10 MMOLIL ; NH4+0=400 MMOLIL 
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0 0.5 I 1 .5 2 2.5 3 
NADH CMMOLILJ 
Abb. 3.12.: R0 als Funktion der NADH-Konzentration. 
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Wie in Abb. 3,12. zu sehen ist, ergibt s.ich bei Verwendung 
von hohen Konzentrationen von PEG-10 000-NADH fast die gleiche 
Aktivität wie mit nativem NADH, Durch die Molekulargewichts-
vergrößerung wird der Km-Wert für das Coenzym im Falle der 
ALADH um mehr als eine Größenordnung vergrößert. 
Pyruvat und Ammoniumionen zeigen eine Substratüberschußinhi-
bierung auf ALADH, wobei die Größe des Coenzyms die Werte der 
entsprechenden kinetischen Konstanten nur wenig beeinflußt, 
wie in Abb. 3.13. und Abb. 3.14. zu sehen ist. 
L-Alanin hat einen merklichen kompetitiv inhibierenden Einfluß 
auf die Aktivität der ALADH, Bei Produktkonzentrationen von 
100 mmol/1 und mehr, wie sie im EMR angestrebt werden, ist 
dieser Effekt nicht mehr zu vernachlässigen. Auch hier wirkt 
sich die Größe des Coenzyms nicht wesentlich auf den Wert der 
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NADH0=0.5 MMOL/L;PEG-10000-NADH0=1. 18 MMOL/L;PYR0=10 MMOL/L 
NH4+0=400 MMOL/L; T=40 GRD; PH 8; PHOSPHAT-PUFFER=33 MMOL/L 















als Funktion der Alanin-Konzentration. 
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Natiyes NAD+ hat, wie in Abb. 3,l6. zu erkennen ist, einen 
mäßig inhibierenden Einfluß auf die Aktivität de17 ALADH. Der 
K.-Wert ist ungefähr 5-mal größer als der K -Wert für NADH. 1 · · m 
Die Produktinhibierung durch PEG-10 000-NAD+ ist in den Kon-
zentrationsbereichen für das Coenzym, wie sie bei EMR-Versuchen 
vorliegen, vernachlässigbar. Abb. 3.17. zeigt den gemessenen 
Verlauf von R = f (U) im Vergleich zum rni t dem kinetischen 














NADH0c0,5 MMOL/L ; PYR0c10 MMOL/L ; NH4+0a400 MMOL/L 
T=40 GRD ; PH 8 ; PHOSPHAT-PUFFER=33 MMOL/L 
0.5 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 
NAD+ CMMOL/LJ 
Abb. 3.16.: R als Funktion der NAD+-Konzentration 
0 
5 
Die Abweichung der beiden Kurvenverläufe liegt innerhalb der 
Meßgenauigkeit der kinetischen Messungen. In Tab. 3.2. sind 
das zur Anpassung der kinetischen Daten verwendete kinetische 
Modell, die durch nichtlineare Regression erhaltenen 











PEG-10000-NADH0~1 .66 MMOL/L;PYR0=9.9 MMOL/L;NH4+0~198 MMOL/L 
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Abb. 3.17.: Reaktionsgeschwindigkeit als Funktion des Umsatzes. 
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NADH Pyr NH + 4 L=Ala NAD+ 
~ 
Km 
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Tab. 3.2.: Kinetik der ALADH bei 40 °C und pH 8. 
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3.3,3, Kinetik der LEUDH 
In Abb. 3.18. ist die Abhängigkeit der Aktivität der LEUDH vom 
pR-Wert des Reaktionsgemisches dargestellt. Im Vergleich zu 
FDH und ALADH ist das Maximum der Aktivität noch weiter ins 














NADH0c0.9 MMOL/L ; KT0=10 MMOL/L ; NH4+=50 MMOL/L 
T=25 GRD ; PHOSPHAT-PUFFER=50 MMOL/L 
\ • / \ * \ ~· 
--+-----r- r-
7 6 9 10 11 
PH 
Abb. 3.18.: R als Funktion des pH-Wertes. 
0 
12 
Obwohl der bezüglich der Aktivität der LEUDH optimale pH bei 
pH 10liegt,wurden die weiteren kinetischen Messungen bei pH 8 
durchgeführt, da die Aktivität der LEUDH bezogen auf die Protein-
Konzentration sogar bei pH 8 wesentlich höher ist als die der 
FDH. Um die Aktivität der FDH bei den EMR-Versuchen gut zu nutzen, 
wurden die kinetischen Messungen ebenso wie die EMR-Versuche 











NADH0=0.877 MMOL/L ; KT0=2.48 MMOL/L ; NH4+0=396 MMOL/L 
PH 8 ; PHOSPHAT-PUFFER=50 MMOL/L 
10 20 30 40 50 60 70 
T CGRDJ 
Abb. 3.19.: R0 als Funktion der Temperatur 
80 
Wie in Abb. 3.19. zu sehen ist, ist die LEUDH recht temperatur-
stabil. Dies fiel schon bei der Isolierung auf, bei der Fremd-
protein durch Hitzedenaturierung bei 64 °C abgetrennt wurde, 
was die LEUDH schadlos überstand (43). Die Temperaturabhängig-
keit der Aktivität konnte nur bis 80 °C verfolgt werden, da 
bei höheren Temperaturen das Coenzym während der Meßdauer schon 
merklich zerstört wird. Bis zu dieser Temperatur war noch keine 
merkliche Desaktivierung der LEUDHwährend der Meßdauer festzu-
stellen. Die Aktivierungsenergie ist von ähnlicher Größenord-
nung wie der Wert, der für ALADH festgestellt wurde. 
Da sich bei den ersten EMR-Versuchen zeigte, daß 40 °C als Reak-
tionstemperatur zu hoch ist, da FDH bei dieser Temperatur zu 
schnell desaktiviert, wurde trotz der hohen Temperaturstabilität 
von LEUDH 25 °C als Arbeitstemperatur für die kinetischen und EMR-
Versuche gewählt, 
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Bei der yerwendung von PEG-10 000-NADH ergibt sich im Vergleich 
zu nativem NADH e.ine etwas geringere Aktivität der LEUDH, außer-
dem ist der K -Wert 3rhöht, Bei der Verwendung von nativem NADH 
m 
zeigt sich eine leichte Substratüberschußinhibierung (Abb. 3.20). 
Da der K -Wert für PEG-10 000-NADH bei LEUDH ebenso wie der 
m 
vom nativen NADH über eine Größenordnung niedriger liegt, als 
der K -Wert vom PEG-10 000-NAD+ bei FDH, wird beim Einsatz 
m 
der gleichen Enzymaktivitäten in einem EMR-Experiment das Co-
enzym überwiegend in der oxidierten Form vorliegen. Bei einem 
pR-Wert von über 8 steigt zwar die Aktivität der LEDDH noch 
stark an (siehe Abb. 3,18.), die Aktivität der FDH sinkt (siehe 
Abh, 3,4,) dagegen, Die Stabilität des Coenzyms nimmt ab, da 
dieses unter den vorher genannten Bedingungen überwiegend in der 
oxidierten Form vorliegt (47). 
KT0CFUER NADH)=4.95 MMOL/L;KT0CFUER PEG-NADH)=2.48 MMOL/L 
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Der Einfluß desm-Keto Isocaproats auf die Aktivität der LEUDH 
ist durch eine Substratüberschußinhibierung ge]<:ennzeichnet wie 
in Abb. 3,21. zu sehen ist. 
NADH0=0.86MMOL/L;PEG-10000-NADH0=0.93MMOL/L;NH4+0=396MMOL/L 
T=25 GRD ; PH 8 ; PHOSPHAT-PUFFER=50 MMOL/L 
12 
10 







2 0 o PEG-1 0000-NADH 
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cx-KETO ISOCAPROAT CMMOLILJ 
Abb. 3.21.: R als Funktion der a-Keto Isocaproat-Konzentration 
0 
Bei Verwendung von nativem NADH ergibt sich ein höherer K -
m 
Wert für ~-Keto Isocaproat als 
NADH, in beiden Fällen ist der 
bei Verwendung von PEG-10 000-
K -Wert für ~-Keto Isocaproat 
m 
sehr niedrig und weniger als eine Größenordnung größer als 
der des Coenzyms. Die Bindung des a-Keto Isocaproat an das 
Enzym erfolgt also relativ gut, entsprechend ist der K -Wert 
m 
sehr niedrig. 
Ganz im Gegensatz scheint eine Absättigung des Enzyms mit Ammonium-
Ionen nicht möglich zu sein, so daß es nicht mehr sinnvoll erscheint, 
einen Km-Wert zu definieren. Die Bindung der Ammonium-Ionen 














Abb. 3. 22.: 
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NADH0=12J.98 MMOL/L;PEG-1012J00-NADH12J=0.92 MMOL/L;KT0=2.48MMOL/L 
T=25 GRD ; PH 8 ; PHOSPHAT-PUFFER=512J MMOL/L 
A A NADH 
0 OPEG-10000-NADH 
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 
NH4+ CMMOL/LJ 
+ 
R0 als Funktion der NH 4 -Konzentration 
man kann von einer Kinetik erster Ordnung bezüglich der Ammo-
nium-Ionen sprechen (siehe Abb. 3.22.). Man kann eine Analogie 
ziehen zur klassischen Kinetik heterogen katalysierter Reaktionen 
nach Ealey Rideal. 
Die kompetitive Produktfnhibierung durch L-Leucin ist bei Kon-
zentrationen über JQO rnmol/1 wesentlich, wobei die Inhibie;r:'1.1ng~..­
konstanten bei einer Verwendung von nativem NADH oder PEG-10 000~ 
NADH in der gleichen Größenordnung liegen (siehe Abb. 3.23.). 
Die kompetitive Prod1.1ktinhibierung durch das oxidierte Coenzym 
ist wie bei A~ADH relativ gering. Der Ki-Wert liegt zwischen ein 













NADH0=0.94 MMOL/L;PEG-10000-NADH0=0.83 MMOL/L;KT0=2.48MMOL/L 
NH4+0=396 MMOL/L; T=25 GRD; PH 8; PHOSPHAT-PUFFER=50 MMOL/L 
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NADH0=0.98 MMOL/L ; KT0=2.48 MMOL/L ; NH4+0=396 MMOL/L 
T=25 GRD ; PH8 ; PHOSPHAT-PUFFER=50 MMOL/L 
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....... -
--- --------~ .,.".. .. -
- MODELL-RECHNUNG 
----- MESSUNG 
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 
UMSATZ C%J 
Abb. 3.25.~ Reaktionsgeschwindigkeit als Funktion des Umsatzes. 
Abb. 3.24. und .A.bb. 3.25. zeigten den gemessenen Verlauf von 
R = f (U) ;im Vergleich zum mit den kinetischen Modellen für 
LE.UDH bei Verwendung von nativem NADH bzw. PEG-10 000-NADH be-
rechneten Verla1.1:e. D.te Inhibitor-Konstanten fü,r das entstehende 
oxidierte Coenzym wu.rden durch Anpassung ermittelt. 
In 'l'ab. 3,3, sind das zur Anpassung der kinetischen Daten ver-
wendete kinetische Modell, die durch nichtlineare Regres~ 
sion erhaltenen kinetischen Konstanten und deren Standardab-
weichungen zusammen9efaßt. 
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NADH Kt NH+ 4 L= Leu NAD+ 
fl I 
1\m Km ( k ) Kip K ip 




R =l< • NH • 
LEUDH lmaxLEUDH ;_j K • ( 1+T/' N,AD. -) +NADH• ( 11 NADH ) y mN.ADH ~' ;i;I?N,A,D + K iSNADH 
Vmax:WEUDif 
KT 
K ( 1 + Tl' LEU. ) +KT • (.1 + KT ) ~KT" K 
"' Hil'LEU iSKT 
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Konstante natives PEG-10 000- Dimension Kommentar 
NAD(H) NAD (H) 
VmaxLEUDH 13,2 11 , 5 u 
-1 
spezifische Akti-. mg 
;t 0,35 ± 0, 18 vität der LEUDH 1 bei NH 4+=400 mmolol-
k 0,0329 0,0287 log -1 omin -1 Reaktionsgeschwin-
maxLEUDH ± 0,00088 ± 0,00046 digkeitskonstante 
für LEUDH 
K 0,00571 0,0144 mmol · -1 NADH mNADH 1 K + 0,0023 + 0,00268 m 
KiSNA:DH 19, 7 mmol · 
-1 Substrat Inhibierungs-1 
+ 9,0 konstante für NADH 
KiPNAD+ 0, 51 0,428 mmol · 
-1 Kompetitve Inhibitor-1 
+ 0,031 + 0,028 konstante für NAD+ 
.,.. ... 
KmKT 0,0456 0,018 mmol · 
-1 C(-Keto Isocaproat 1 K 
f 0,0073 ± 0,0052 m 
K;i~KT 262 223 mmol · -1 Substrat Inhibierungs-1 + 38,6 + 3 9, 1 konstante für C( -Keto 
-
Isocaproat 
1 , 56 0,732 mmol • -1 Kompetitive Inhibitor-KiPLEU 1 ± 0,26 + o, 213 konstante für L-Leucin 
E 39,4 39,4 -1 Aktivierungsenergie 
aLEUDH kJ · mal + 0,99 + 0,99 
- -
PLEUDH 




8, 82 ° 107 
3,23•10 3,23°10 Faktor nach Arrhe-
nius 
Tab. 3.3.:Kinetik der LEUDH bei 25 °C und pH 8o 
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LEUDH Wt1rde für einen yergleich des Einflußes des Molekular-
gewichts und der Art des Polymers unter Ve:r:wendung von 
PEG~20 000 und Dextran-40 000 untersuch~ wie in ,Abb. 3.26. 
und Abb, 3.27. zu sehen ist. Hierbei kann als Resümee festsre-
stellt we:r:den, daß LEUDH bei Verwendung von PEG-20 000-NADH 
.fast die gleiche Aktivität erreicht wie bei PEG-10 000-NA.DH, 












KT0=9.9 MMOL/L ; NH4+0=396 MMOL/L 












Abb. 3.26.: R als Funktion der PEG-20 000-NADH-Konzentration. 
0 
Der Grund ~Ur die nied:r:igere Aktivität der LEUDH bei Verwendunsr 
von Dextran c;rebundenern NADH dürfte neben einem höheren Mole-
kulargewicht auch in der im Vergleich zu PEG unterschiedlichen 
r~uml.tchen $truktur des Polymers liegen, d.h. es sind mehr 
als l<':wei B;i:ndunsrsstellen für NA.DH im Molekül vorhanden,und die 
Wa.hrscheinlichkeit, daß sich mehrere gebundene NADH-Moleküle 









KT0~2.48 MMOL/L ; NH4+121=396 MMOL/L 
T=25 GRD ; PH 8 ; PHOSPHAT-PUFFER=5121 MMOL/L 
121.5 1 .5 2 2.5 
DEXTRAN-4121121121121-NADH CMMOL/LJ 
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4. Theoretische reaktionstechnische Berechnungen 
Bei der Verwendung von Flachmembranen als Trenneinheit kann 
ein Enzym Membran Reaktor für Moleküle, die die UF-Membran 
passieren können, als kontinuierlicher Rührkessel und für 
Moleküle, die die UF-Membran nicht passieren können, als Satz-
reaktor beschrieben werden. 
Mit Kenntnis der Kinetik der FDH, ALADH und LEUDH ist es mög-
lich, das Verhalten eines Enzym Membran Reaktors zur Produk-
tion von L-Alanin und L-Leucin mit Coenzymregenerierung vor-
herzusagen. Hierzu müssen die Massenbilanzen der an der Reak-
tion teilnehmenden Komponenten aufgestellt werden. 
Da das Coenzym an PEG-10 000 gebunden ist, wird es im Reaktor 
zurückgehalten, damit entfällt der Konvektionsterm für das 
Coenzym. Der Akkumulationsterm für das oxidierte Coenzym ist 
nach Vorzeichentausch gleich dem des reduzierten Coenzyms, 
da die eine Reaktion NAD+ verbraucht und NADH liefert und die 
andere Reaktion umgekehrt NADH verbraucht und NAD+ liefert. 
Die Massenbilanzen lauten wie folgt: 
clNAD+ 
----.d"'-t- = (4.1.) 
ds1 cs1 o ""'8 1 ) 
R1 . E (4.2.) dt = 'F" 1' 1 
ds 2 (S2o-S2) 
R1 . E1 (4.3.) dt = -1' 
dS 3 (S3o-S3) 
R2 
0 
E2 (4.4.) dt = -1' 
dP (P -'P 0 
+ R1 (4.5.) dt = . E \ 1 
wobei gilt: 
R1 = RALADH oder RLEUDH 
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R2 = ~DH 
E1 = EALADH oder ELEUDH 
E2 = EFDH 
81 = Pyr oder Kt 
+ 82 = NH 4 
83 = F 
p = Ala oder Leu 
Durch instationäre Lösung der Massenbilanzen können Übergangs-
zustände (z.B. Anfahrvorgänge) berechnet werden. Eine insta-
tionäre Behandlung ist auch erforderlich, wenn bei konstanter 
Verweilzeit die Auswirkung einer Enzym- bzw. Coenzymdesakti-
vierung berücksichtigt werden soll. Dazu wurde das Runge-Kutta-
Verfahren zur Lösung von Differentialgleichungen verwendet (48). 
Der stationäre Zustand kann sowohl über das Runge-Kutta-Verfahren 
als auch durch nichtlineare Regression berechnet werden, da 
alle 1\,kkumulationsterme in den Massenbilanzen gleich Null wer-
den. Im Falle der nichtlinearen Regression stellen der Umsatz 
un:d das Verhältnis der Konzentrationen des reduzierten zum 
oxiderten Coenzym die Optimierparameter dar. 
A.nstatt der gewichtsbezogenen Aktivität wird häufig a-uch die mol-
bezogene Aktivität verwendet. Die molbezogene Aktivität gibt 
die .:Ln einer Zeiteinheit pro Mol Enzym produzierten Mole Pro-
dukt an, die Dimens;ton ist also eine reziproke Zeit. In diesem 
~all wird die Akt;tvität auch Wechselzahl oder im Englischen 
t-urn-over nurober genannt. 
Der Vorteil dieser Art der Angabe der Aktivität ist, daß es eine 
vom Molekulargewicht des Enzyms unabhängige Definition der Ak-
tivität i.st. Somit lassen sich die Aktivitäten von Enzymen t:m~ 
terschiectlichen Molekulargewichts besser vergleichen. Es läßt 
sich damit auch bei 'Cöen:;::ym regenerierenden Sys.temen ein leich-
ter Vergleich durchführen, wie gut das vorhandene Coenzym g·e-
nutzt wird, wenn man auch für das Coenzym eine Wechselzahl be-
rechnet. Damit kann die Frage anschaulich beantwortet werden, 
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ob viele Enzym~Moleküle sozusagen "Schlange stehen", um mit 
einem Coenzym-Molekül einen Umsatzschritt durchzuführen, wie in 
Abb. 4.1. dargestellt ist oder viele Coenzyme-Moleküle "Schlan-
ge stehen 11 ,um an einem Enzym-Molekül einen Umsatzschritt voll-
führen zu können, wie in Abb. 4.2. zu sehen ist. 
Abb. 4.1.: "Enzym Warteschlange" 
Abb. 4.2.; "Coenzym Wa.rteschlange" 
Im ersten ~all, der bei Enzymen mit sehr niedriger spezifischer 
Aktivität auftritt, wie bei FDH, konrrnt ein zusätzliches Problem 
hinzu. Die Coenzym-Konzentration in freier Lösung ist nicht 
mehr eindeutig definierbar, da ständig ein wesentlicher Anteil 
an Coenzym an im überschuß vorhandenem Enzym gebunden ist. 
Wenn Enzyme isoliert werden, so verlieren einige davon erheb-
lich an Stabilität, wenn die Aufreinigung durch Beseitigung 
von Fremdprotein ein gewisses Maß übersteigt. Bei den in die-
ser Arbeit verwendeteten Enzymen trifft dies vor allem für FDH 
zu (49). Es ist also nicht immer sinnvoll, alles Fremdprotein 
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zu beseitigen. Bei einer Messung des Proteingehalts der 
Enzymlösung ist es schwierig, den Prozentsatz an "reinem" 
Enzymprotein zu bestimmen, außerdem schwankt die Aktivität 
des Enzyms häufig von Präparation zu Präparation. Aus diesen 
Gründen dürfte es sinnvoller sein, die Enzymaktivität in 
U/mg Protein "der betreffenden Charge" zu definieren, als 
eine auf Mol bezogene Enzymaktivität als Wechselzahl anzugeben. 
,Darum wird zur Angabe der Enzymaktivität in dieser Arbeit die 
Dimension U/mg Protein verwendet. 
4.1. FDH- ALADH System 
Die Arbeitspunkte für den stationären Zustand eines Enzym Mem-
bran Reaktors zur kontinuierlichen Produktion von L-Alanin 
sind in Abb, 4.3. dargestellt. Diese Arbeitspunkte ergeben sich 
aus dem Schnittpunkt der Konvektionsgeraden,wie sie für einige 
charakteristische Verweilzeiten dargestellt sind, mit der 
Kurve für den Reaktionsterrn. Der Konvektionsterm ist im sta-
tionären Zustand des Reaktors gleich dem Reaktionsterm, da 
der Akkumulationsterm der Massenbilanz in diesem Fall gleich 















FDH=20 U/ML ; ALADH=20 U/ML ; PEG-10000-NADCH)~5 MMOL/L 
PYR0=200 MMOL/L ; NH4+0=F0•800 MMOL/L ; T=25 GRD ; PH 8 
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 
PYRUVAT CMMOL/LJ 
Abb. 4.3.: Dimensionslose Reaktionsgeschwindigkeit ;für das FDH-
ALADH System als Funktion der Pyruvat-Konzentration. 
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Der Fußpunkt der Konvektionsgeraden ist die Ausgangskonzentra~ 
tion der Schlüsselkomponente. Die Steigung der Konvektionsge-
raden ist umgekehrt proportional zur Verweilzeit. Als Abszisse 
wird die Konzentration der Schlüsselkomponente (Pyruvat) ver-
wendet. Die Ordinatenwerte werden in Form einer dimensionslo-
sen Reaktionsgeschwindigkeit angegeben, indem man die Reak-
tionsgeschwindigkeit RALADH auf VmaxALADH bezieht. 
Als Substrat- und Coenzym-Konzentration wurden Werte gewählt, 
bei denen die Aktivität der Enzyme gut genutzt, die Enzyme 
durch hohe Produktkonzentrationen noch nicht extrem inhibiert 
werden, aber schon technisch relevant sind. Bei einer Coenzym-
Konzentration von 5 mmol/1 wird bezüglich der Coenzym-Kon-
zentration 94 % der FDH und 87 % der ALADH Aktivität genutzt. 
Für beide Enzyme wurden jeweils 20 U/ml eingesetzt. Die Enzym-
nutzung bei dieser Wahl der Enzymaktivitäten kann Abb. 4.5. ent-
nommen werden. Eine höhere Aktivität bezüglich FDH ist wegen 
der geringen gewichtsbezogenen Aktivität nicht sinnvoll, da 
bei zu hohen Proteinkonzentrationen die Gelpolarisation stark 
zunimmt und keine homogene Lösung mehr vorliegt, wodurch nicht 
mehr all.es Enzym in homogener Katalyse wirken könnte. 
Die Substratüberschußi:nhibierung der ALADH durch Pyruvat be-
wirkt,. daß steh bei einer Substratkonzentration von 55 mmol/1 
oder 72,5 % Umsatz im Reaktor die maximale Reaktionsgeschwindig-
keit ergibt. Dieser Operationspunkt wird bei einer Verweilzeit 
von i = 38 min erreicht. Bei einer längeren Verweilzeit 
ließe sich zwar ein höherer Umsatz erzielen, jedoch würde die 
Nutzung der Enzyme schlechter werden. Für eine Verweilzeit 
von 30 min wurde nun bei gleichen Randbedingungen der Ein-
;f;luß des Verhältnisses der eingesetzten Aktivitäten von FDH 
i:m Ve'l:'gle;ich zu der von ALADH auf den Prozeß untersucht. Hier-
bei:. wurde bei: konstanter Summe der Aktivitäten von 40 U/ml ;fü,r 
FDH und ALADH, das Verhältnis der Aktivitäten zueinander vari-
iert. In ,A,bb. 4.4. ist der Umsatz und der Molenbruch an PEG-
10 OOO,."NAPH im EMR als Funktion des "Molen-
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bruchs"an FDH Aktivität dargestellt. Der Coenzym~Molenbruch 
an PEG~10 OOO~NADH ist definiert als das Verhältnis der PEG-
10 000-NADH~Konzentration zur gesamten Konzentration des re~ 
duzierten und oxidierten Coenzyms. Der "Molenbruch" an FDH 
Aktivität ist definiert als das Verhältnis der FDH Aktivität 
zur Summe aus FDH und ALADH Aktivität, wobei die Enzym~Akti~ 
vität sich als Produkt aus dem V -Wert des Enzyms mit 
max 
der Enzym-Konzentration ergibt. 
Bei einem Verhältnis der Aktivitäten von FDH zv ALADH von 
1 3 wird der maximale Umsatz erreicht. Man könnte erwarten, 
daß der höchste Umsatz bei einem Einsatz von gleicher Enzym-
aktivität für FDH und ALADH erreicht würde, dies ist jedoch 
nicht der Fall. Da FDH stark durch NADH inhibiert wird,dagegen 
ALADH durch NAD+ nicht inhibiert wird, bewirkt eine hohe Konzen-
tration an NADH im Reaktionsgemisch eine kräftige Inhibierung von 
FDH. Wie in Abb. 4.4. zu sehen ist, liegt beim maximalen Substrat~ 
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,Abb. 4.4.: Umsatz und Molenbruch an PEG-10 000-NADH fü,r das 
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FDH+ALADH=40 U/ML;PEG-10000-NADCH)rnS MMOL/L;PYR0=212JI2l MMOL/L 
NH4+0rnF0=800 MMOL/L ; TAU~312J MIN ; T=25 GRD ; PH 8 
- RFDH/VMAX 
----· RALADH/VMAX 
---------- __________ & ____________________________ _ 
-- --121 ---
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Abb. 4~5.: Dimensionslose Reaktionsgeschwindigkeit von FDH und 
ALADR flir das FDR-ALADH System als Funktion des 
"Molenbruchs" der FDR Aktivität. 
J:n Abb. 4.5, ist der Einfluß des FDH-"Enzym-Molenburchs" auf 
die d;lmens·ions·le>se Reaktionsgeschw±ndigkei t von FDH und ALADH 
dargestellt. Die maximal mögliche Reaktionsgeschwindigkeit er-
reicht FDH bei unendlich kleinem "Enzym-Molenbruch". Hier geht 
R/Vmax für ALADH gegen Null. Bei einem "Enzym-Molenbruch" von 1 
geht der entsprechende Wert flir FDH gegen Null. Die ALADH er-
reicht ihre maximale Reaktionsgeschwindigkeit jedoch nicht unter 
diesen Bedingungen, sondern bei einem "Enzym-Molenbruch" 0,6. 
Der Grund hierfür ist die Substratüberschußinhibierung der ALADH 
durch Pyruvat. 
Das Verhältnis der dimensionslosen Reaktionsgeschwindigkeit der 
Enzyme. ;lst umgekehrt proportional zu dem Verhältnis der e;lnge..-
setzten Enzymaktiv±täten, da die volumenbezogene Reaktions-
geschwindigkeit,mit der eine 
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enzymatisch katalysierte Reaktion abläuft,direkt proportional 
zur eingesetzten Enzymaktivität ist und im stationären Zustand 
des EMR die Konvektionsterme der niedermolekularen Substrate 
alle einander gleichen (Gleichung (4.2.) bis (4.5J). 
In Abb. 4.6. und Abb. 4.7. ist der Anfahrvorgang eines EMR mit 
dem System FDH-ALADH dargestellt. 
Abb. 4. 6. 
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Abb. 4.6. und Abb. 4.7.: Anfahrvorgang eines EMR zur Produktion 
von L-Alanin mit dem FDH-ALADH System, Coenzym und 
Produkt-Konzentration als Funktion der Zeit. 
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Zu Beginn des Versuchs liegt alles Coenzym in der reduzierten 
Form vor, daher setzt die FDH-Reaktion erst nach Produktions-
beginn von L-Alanin ein. Die ersten10 Sekunden lang ist L-Alanin 















ALADH=FDH=20 U/ML ; PEG-10000-NAD<H)•S MMOL/L ; TAU=30 HIN 
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Abb. 4.8.: Anfahrvorgang eines EMR zur Produktton von L-Alanin 
mit dem FDH-ALADH System, dimensionslose Reaktions-
geschwindigkeit für FDH und ALADH als Funktion der 
Zeit. 
Innerhalb von zwei Minuten stellt sich das Gleichgewicht der 
Konzentration des PEG-10 000-NAD+und -NADH ein, d.h. RALADH 
wird gleich RFDH'wie in Abb. 4.8. zu sehen ist. Da ALADH 
durch einen Überschuß des Pyruvats inhibiert wird, steigt die 
Reaktionsgeschwindigkeit noch an, bis der Reaktor den statio-
nären Zustand erreicht hat. Würde man die Reaktionsgeschwindig-
keit als Funktion der Pyruvat-Konzentration darstellen, so 
wäre diese Funktion ein Ausschnitt von Abb. 4.3 .. Erhöht man 
die Verweilzeit soweit, daß ein Umsatz von über 72,5 % erreicht 
wird, so sinkt die Reaktionsgeschwindigkeit wieder. Das Verhält-
nis der Konzentrationen der reduzierten zur oxidierten Form 
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Abb. 4.9. und Abb. 4.10.: Anfahrvorgang eines EMR zur Produk-
tion von L-Alanin mit dem FDH-ALADH System, Coenzym 
und Produkt-Konzentration als Funktion der Zeit bzw. 
dimensionslose Reaktionsgeschwindigkeit für FDH und 















Bei einem Versuch zur L-Alanin~Produktion im EMR sollte ein 
Uberschuß an ALADH Aktivität verwendet werden und die Ver-
weilzeit sollte so eingestellt werden, daß ein Umsatz von 60 -
80 % erreicht wird, um die Enzymaktivitäten optimal zu 
nutzen. 
4.2. FDH - LEUDH System 
In Abb. 4.11. sind die Arbeitspunkte für den stationären Zu-
stand eines EMR zur kontinuierlichen Produktion von L-Leucin 
dargestellt. Es ist die dimensionslose Reaktionsgeschwindigkeit 
als Funktion deru-Keto Isocaproat-Konzentration, dem limitie-
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FDH=213 U/ML ; LEUDH=20 U/ML ; PEG-1130130-NADCH)=3 MMOL/L 
KT0=100 MMOL/L ; NH4+13=F0=400 MMOL/L ; T=25 GRD ; PH 8 
-.---------------------------------, 
----·TAU= 4 MIN 
---rAU=10 MIN 
--- TAU=20 MIN 
113 213 313 413 513 613 713 813 913 1013 
~-KETO ISOCAPROAT CMMOL/LJ 
Abb. 4.11.: Dimensionslose Reaktionsgeschwindigkeit für das FDH-
LEUDH System als Funktion der o:-Keto I socaproat-Kon-
zentration. 
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Für einige charakteristische Verweilzeiten sind die Konvektions-
geraden eingezeichnet. Als Bezugsgröße für die Reaktionsge-
schwindigkeit wurde der V -Wert für LEUDH gewählt, der sich 
max 
aus dem Produkt von k und der NH 4+-Konzentration ergibt. Wie max 
beim FDH-ALADH System wurden jeweils 20 U/ml als Enzym-Konzen-
tration verwendet. Da der K -Wert der LEUDH bezüglich PEG-10 OOO-
m 
NADH nur 0,0144 mmol/1 und der K -Wert für FDH bezüglich 
m 
PEG-10 000-NAD+ 0,333 mmol/1 beträgt, wird bei einer CoenzYJTI-
Konzentration von 3 mmol/1 die Enzymaktivität in Bezug auf 
den Coenzymeinfluß zu 99,5 % bzw. 90 % genutzt. 
Die Löslichkeitsgrenze für das Produkt L-Leucin liegt bei 25 °C 
(in ,Abhängigkeit vom pH-wert und Zusammensetzung der Lösung) 
bei ca. 150 mmol/1. Daher wurde für die Rechnung zunächst eine 
Substratkonzentration von 100 mmol/1 eingesetzt. Für die Ammo-
niumformiat-Konzentration wurde ein 4-facher Uberschuß (400 
mmol/1) gewählt, da bei dieser Konzentration einerseits eine 
weitgehende Substratsättigung der FDH erreicht wird und anderer-
seits der Gehalt an A:mmoniumformiat auf einem für die Produkt-
isolierung vertretbaren Niveau gehalten wird. 
Da die Substratüberschußinhibierung der LEUDH durch a-Keto Iso-
caproat wesentlich geringer ist, als dies bei ALADH bezüglich 
Pyruvat der Fall ist, wird kein Ansteigen der Reaktionsgeschwin-
digkeit bei steigendem Umsatz mehr erreicht. Bei einer Verweil-
zeit von 10 min wird ein Umsatz von 85,3 % erreicht, wobei die 
Reaktionsgeschwindigkeit mehr als 90 % der Reaktionsgeschwindig-
keit beträgt, die maximal unterdiesen Randbedingungen erreicht 
werden kann. Erst bei einem Umsatz von über 95 % sinkt die Re-
aktionsgeschwindigkeit stark ab. Wie beim FDH-ALADH System wird 
auch beim FDH-LEUDH der höchste Umsatz nicht beim Vorliege~ 
gleicher Enzymaktivitäten erreicht, jedoch ist hier nur eine 
geringfügig höhere Aktivität an FDH als LEUDH nötig, um den 
maximalen Umsatz zu erreichen, wie man in Abb. 4.12. sehen kann. 
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Bei einem 11 Enzym~Molenbruch" an FDH von 0,55 wird der maximale 
Umsatz erreicht, wobei der Molenbruch an PEG-10 OOO~NADH nur 0,1 
beträgt. Die Lage des Optimums ergibt sich dadurch, daß FDH durch 
NADH stark, während LEUDH durch NAD+ nur gering inhibiert wird. Da 
der Km-Wert der LEUDH für PEG-10 000-NADH noch über eine Größen~ 
ordnung kleiner ist als bei ALADH, wird bei niedriger NADH Konzen-
tration die Aktivität der LEUDH besser genutzt als bei ALADH, so daß 
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Abb. 4.12.~ Umsatz und Molenbruch an PEG-10 000-NADH für das 
FDH-LEUDH System als Funktion des 11 Molenbruchs 11 
der FDH Aktivität. 
In ,A.bb. 4. 13. · ist der Einfluß des 11 Enzym-Molenbruchs 11 der FDH 
au;f die dimensionslose Reaktionsgeschwindigkeit des Enzyms auf-
getragen. Bei einem Unterschuß an FDH steigt die Aktivität 
der FDH nur noch geringfügig an, da das Coenzym ohnehin schon 
überwiegend in der oxidierten Form vorliegt (vergleiche 








FDH+LEUDH=40 U/ML;PEG-10000-NADCH)=3 MMOL/L;KT0=100 MMOL/L 
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Abb. 4.13.: Dimenstonslose Reaktionsgeschwindigkeit von FDH 
und LEUDH für das FDH~LEUDH System als Funktion 
des "Molenbruchs" der FDH Aktivität. 
Bei einem Oberschuß an FDH nimmt die Aktivität der LEUDH 
zunächst noch zu,. flacht jedoch mit weiter zunehmendem Über-
schuß an FDH ab, da zwar einerseits unter diesen Bedingungen 
die PEG-JO 000-NADH-Konzentration zunimmt, aber andererseits 
der Umsatz zurückgeht, was durch die Substratüberschußinhi-
bierungdämpfend auf den Anstieg der LEUDH Aktivität wirkt, 
Beim Anfahren eines EMR liegen bezüglich der Einstellung eines 
stationären Wertes für die Konzentrationen an reduziertem und 
oxidie;r:-tem CoenzYTil die Verhältnisse ähnlich wie beim FDH-ALA,DH 
System. Durch die geringere Verweilzeit (hier T = 10 min) wird 
jedoch bereits nach 0,5 min ein stationärer Wert für die Co-
enzym-Konzentrationen (siehe Abb. 4.14.) und bezüglich einer 
Angleichung der Reaktionsgeschwindigkeit für FDH und LEUDH er-
reicht (siehe Abb. 4.16.). Ein stationärer Wert für die Sub-
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strat- und Produkt-Konzentration stellt sich erst nach mehre~ 
ren Verweilzeiten ein (siehe Abb, 4.15.). 
Abb. 4 • 1 4 • 
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Abb. 4.14, und Abb. 4.15.: Anfahrvorgang eines EMR zur Produk-
tion von L-Leucin mit dem FDH-LEUDH System,CoenzyrrJ 
























LEUDH=FDH=20 U/ML ; PEG-10000-NADCH)=3 MMOL/L ; TAU=10 MIN 
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Abb. 4.16.: Anfahrvorgang eines EMR zur Produktion von L-Leucin 
mit dem FDH-LEUDH System, dimensionslose Reaktions-
geschwindigkeit für FDH und LEUDH als Funktion 
der Zeit. 
Die Reaktionsgeschwindigkeit für FDH und LEUDH fällt bis zum 
Erreichen des stationären Zustandes noch gering ab, wie in Abb. 
4,16. dargestellt. Würde man die Reaktionsgeschwindigkeit als 
Funktion der a-Keto Isocaproat-Konzentration darstellen, so wäre 
diese Funktion ein Ausschnitt von Abb. 4.11 .. 
Bei einem Versuch zur L-Leucin-Produktion im EMR sollte ein ge-
ringer Überschuß an FDH Aktivität verwendet werden und die Ver-
weilzeit sollte so eingestellt werden, daß ein Umsatz von 80 ~ 
95 % erreicht wird, um die Enzymaktivitäten optimal zu nutzen. 
Eine Coenzym-Konzentration von 3 mmol/1 sollte ausreichend sein. 
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5, Experimentelle reaktionstechnische Untersuchungen 
Durch numerische Lösung der Massenbilanzen läßt sich,wie 
oben beschrieben, die Produktionsleistung des EMR theoretisch 
berechnen. Die experimentelle Basis dieser Berechnungen stel-
len die Daten aus den enzymkinetischen Messungen dar. Voraus-
gesetzt wurde bei diesen Berechnungen, daß die Enzyme und 
das Coenzym völlig stabil sind. Dieses ist jedoch nicht der 
Fall. Je nach den Reaktionsbedingungen (z.B. Temperatur, pH, 
Redoxpotential und Ionenstärke) desaktivieren Enzyme und Co-
enzyme mehr oder weniger stark. Der Einfluß der Temperatur 
und des pH deutete sich schon bei den kinetischen Versuchen an. 
Außer diesen mediumabhängigen Faktoren, die durch die Lage-
rung der Enzyme und Coenzyme in einem entsprechenden Medium 
untersucht werden können, spielen auch reaktorabhängige Fak-
toren eine Rolle. Die Desaktivierung im EMR kann teilweise 
durch eine mechanische Beanspruchung der makromolekularen 
Enzyme durch Scherkräfte verursacht werden. Durch mangelnde 
Retention der UF-Membran kann Aktivität an Enzym oder Coenzym 
im kontinuierlichen Betrieb verloren gehen. Schließlich kann 
durch die Konzentrationspolarisation vor der Membran die 
Sättigungskonzentration des Proteins erreicht werden, so daß 
ein Teil des Katalysators nur noch mit geringerer Effektivi-
tät in nicht mehr homogener Katalyse wirkt. 
5.1. Lagerstabilität der Enzyme und Coenzyme 
Die in dieser Arbeit verwendete Formiat Dehydrogenase wurde 
bei - 10 °C in einer Lösung aufbewahrt, die 50 mmol/1 Phospat-
puffer (pH 7,5), 0,1 % 2-Mercaptoethanol, 50% Glycerin ent-
hielt. Das 2-Mercaptoethanol diente als Desoxidans , das 
Glycerin als Frostschutzmittel. Unter diesen Lagerbedingungen 
war über mehrere Monate keine Abnahme der Aktivität des Enzyms 
zu beobachten. 
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ALADH wurde bei t 4 °c als Suspension aufbewahrt in einer Lö~ 
sung, die 3,2 mol/1 Ammoniumsulfat enthielt. Unter diesen 
Lagerbedingungen war über mehrere Monate keine signifikante 
Abnahme der Aktivität des Enzyms zu beobachten. 
Die LEUDH wurde bei + 4 °C in einer Lösung aufbewahrt, die 
10 rnmol/1 Phospatpuffer (pH 7,8) und 0,1 % 2-Mercaptoethanol 
enthielt, Unter diesen Lagerbedingungen war ein Aktivitäts-
verlust von 6 % pro Monat festzustellen. 
Das Coenzym wurde als PEG-10 000-NADH aus einer 3 - 6 milli-
molaren Lösung bei - 20 °C eingefroren und aufbewahrt. Unter 
diesen Lagerbedingungen war über mehrere Monate kein signifi-
kanter Abfall der coenzymatischen Aktivität zu beobachten. 
Bei allen Versuchen mit PEG-10 000-NAD(H) wurde jeweils die 
enzymatische aktive Konzentration angegeben. Die Bindung von 
NAD(H) an ein Polymer steigert die Stabilität des NAD(H) 
beträchtlich. Hierbei scheint PEG als Polymer besonders ge-
eignet zu sein (19). 
Neben der Untersuchung der Lagerstabilität der Enzyme und Co-
enzyme bei tiefer Temperatur und in konzentrierter Lösung wurde 
auch die Lagerstabilität unter Bedingungen, wie sie bei den 
EMR-Versuchen herrschten, untersucht, d. h. in verdünnter 
Lösung in Gegenwart von Substrat und Produkt bei Reaktionstem-
peratur. Die Ergebnisse sind in Tab, 5.1. zusarnmengefaßt. 
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Lagerbedingungen 
FDH verd. mit 150 mmol Formiat 
1 
FDH verd. mit 150 mmol Formiat 
-1-
ALADH verd. mit 50 mmol Phosphat-
1 Puffer 
LEUDH verd, mit 50 mmol Phosphat-
-1- Puffer 




















5.2. Stabilität der Einzel-Enzym-Systeme im Membran-Reaktor 
Die Stabilität der Einzel-Enzym-Systeme unter Betriebsbedin-
gungen, wie sie in einem UF-Membran-Reaktor vorliegen, wurde 
durch kontinuierliche Versuche unter Verwendung von nativem 
NAD+ für FDH und nativem NADH für ALADH untersucht. 
Bei diesen Versuchen wurde nur das Enzym durch die 
UF-Membran im Reaktor zurückgehalten, wogegen das Coenzym kon-
tinuierlich zu- und abgeführt wurde. Unter diesen Bedingungen 
ist es nur möglich, dem Coenzym äquimolare Mengen an Formiat bzw. 
Pyruvat umzusetzen. Die Bauweise des Membran-Reaktors, wie er bei 
diesen und den folgenden Versuchen zur kontinuierlichen 
Reaktionsführung mit Coenzyrnregenerierung verwendet wurde, ist 
in Abb. 5.1. dargestellt. 









Die UF-Membran wird von unten nach oben mit Reaktionslösung 
durchströmt und direkt unterhalb der Membran mit einem Magnet-
rührer gerührt, um die Gel- und Konzentrationspolarisation vor 
der Membran möglichst gering zu halten. Im unteren Teil des 
Reaktors befindet sich eine Thermostatisierkammer, um eine 
konstante Reaktortemperatur zu gewährleisten. Mit dem Reaktions-
raum ist neben dem Einlaß für die Substratlösung noch eine 
weitere Öffnung verbunden,die- mit einem Septum verschlossen-
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es ermöglichen soll, dem Reaktor eine Probe mit einer Spritze 










8 M agnetrührer 
Abb. 5.2. Enzym Membran Reaktor-(EMR)-Experiment 
In Abb. 5,2. ist die EMR-Versuchsapparatur dargestellt, die 
für die kontinuierliche Reaktionsführung mit Einzel-Enzym-
und Multi-Enzym-Systemen verwendet wurde. 
Bei den Versuchen mit FDH (22) und ALADH (50) wurde wie folgt 
vorgegangen: 
Nach dem blasenfreien Einsetzen der UF-Membran wurde der Reak-
tor mit Wasser vollständig gefüllt. Für den Versuch mit FDH 
wurde eine UF-Membran vom Typ PM10 der Fa. Amicon (Witten/Ruhr) 
mit einer Ausschlußgrenze von 10 000 g/mol verwendet. Für 
den Versuch mit ALADH wurde eine UF-Membran vom Typ XM50 der 
Fa. Amicon mit einer Ausschlußgrenze von 50 000 g/mol einge-
setzt. Die Auswahl der UF-Membran richtete sich unter anderem 
nach dem Molekulargewicht von FDH (74 000 g/mol ) und ALADH 
(228 000 g/mol), um möglichst wenig Enzym durch mangelnde 
Retention der UF-Membran zu verlieren, aber trotzdem gute 
Permeabilität für die Produktlösung zu erreichen. Das im Re~ 
aktor befindliche Wasser wurde anschließend durch Substrat-
lösung ersetzt, indem etwa 100 ml durch den Reaktor gepumpt 
wurden. Um möglichst auch kleinste Schmutzpartikel und 
eventuell in die Substratlösung gelangte Mikroorganismen aus 
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dem Substratstrom zurückzuhalten, ließ man die Substratlösung 
einen Sterilfilter passieren, bevor sie dem Reaktor zugeführt 
wurde. Es wurde während des Versuchs zwar nicht streng steril 
gearbeitet, aber wie in einem Test durch Tüpfeln von Reaktor-
inhalt aufeinenNährboden für Mikroorganismen festgestellt 
wurde, trat kein mikrobieller Befall des Reaktors auf. 
Zum Start des Versuchs wurde das Enzym mit einer Spritze direkt 
in den Reaktor eingespritzt, um einen definierten Versuchs-
beginn zu haben. Der Verlauf der Reaktion wurde durch photo-
metrische Messung der NADH-Konzentration verfolgt. Die Sub-
stratlösung wurde in einem auf 4 °C gekühlten abgedunkelten 
Gefäß aufbewahrt, um einen thermischenunddurch Liehtein-
wirkung bedingten Zerfall der Substrate zu verhindern. Als 
Pumpe für die Substratlösung wurde eine Wechselkolbenpumpe 
(Firma Reichelt, Heidelberg)verwendet. Diese Pumpe arbeitet 
nach dem Prinzip einer Spritze, wobei dadurch, daß gleich-
zeitig ein Kolben entleert und ein anderer gefüllt wird, sowie 
eine automatische Ventilsteuerung vorhanden ist, der Volumen-
strom (Bereich: 2 - 80 ml/h) sehr konstant eingehalten werden 
kann. Durch einen konstanten Volumenstrom konnte die Ver-
weilzeit im Reaktor konstant gehalten werden. 
FDH0•8.32 U/ML ; NAD+0•2.69 MMOL/L ; F0•800 MMOL/L 













0 2 3 4 5 
T [DJ 

































Abb. 5.4.: Dauerversuch mit ALADH im EMR 
Die Ergebnisse der Versuche sind in Abb. 5.3. für FDH und 
Abb. 5.4. für ALADH dargestellt. 
Durch Lösen der Massenbilanz für das jeweilige Reaktionssystem 
kann man Informationen erhalten über den Verlust an Enzym zu 
Beginn des Versuches durch Belegung der UF-Membran, durch Po-












für R ist das jeweilige kinetische Modell einzusetzen. 
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Für die durchschnittliche Raum-Zeit~Ausbe.ute an Produkt 
bezogen auf den Reaktorinhalt erhält man: 
n 
RZ = 
(Ut1 + Ut2) ' So' Mp 
2 • T 
g 
MP: Molekulargwicht des Produkts. 
( 5. 4. ) 
Der Enzymverbrauch während des Versuchs ergibt sich wie folgt: 
AV 
EV = ( 5. 5. ) 
g Produkt 
In Tab. 5.2. sind die Parameter und Ergebnisse der Versuche 
mit FDH und ALADH im Einsatz jeweils als Einzel-Enzym-Systeme 
im EMR zusammengefaßt. 
FDH (22) ALADH (50) 
u % 92 80,4 
max 
u Ende % 53 65,5 
t 
maxU d 0,292 0,0218 
T Ende d 6,292 7 
-1 1710 0,0224 E 
maxU mg· 1 
E -1 120 0,0114 Ende mg·1 
AV U/(ml·d) 0, 94 0,00216 
nRZ g/(l·d) 62 3,6 
EV U/(g Produkt) 1 5 0, 60 
T min 30,4 96 
T oc 40 40 
k des 1 /d 0,443 0,097 
Tab. 5.2.: Ergebnisse der Dauerversuche mit FDH bzw. ALADH 
im EMR. 
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Der Verlust an Enzym zu Anfang des Versuchs ist beträchtlich. 
Dieser Verlust dürfte durch ein Belegen der UF-Membran mit 
einer Gelschicht aus Enzym verursacht sein. Der prozentuale 
Verlust dafür ist bei ALADH wesentlich höher als bei FDH, 
da für die gleiche Aktivität eine wesentlich geringere Protein-
menge an ALADH als an FDH nötig ist. Die Enzymdesaktivierung 
während des Versuchs ist wesentlich höher als bei der Lage-
rung. Für FDH muß - zumal bei der kurzen Verweilzeit - ein 
erheblicher Retentionsverlust vermutet werden. In den folgen~ 
den Versuchen wurde jeweils eine UF-Membran mit kleinen 
Poren verwendet. 
Neben der Untersuchung der Stabilität von Enzymen im EMR ohne 
Coenzymregenerierung wurde das für den Einsatz zur kontinuier-
lichen Produktion von L-Aminosäure im EMR verwendete PEG-10 000-
NADH bezüglich seiner Stabilität im EMR in Abwesenheit von 
Enzymen untersucht. Es wurde hierbei der EMR mit einer YM5 
UF-Membran ausgestattet (Fa. Amicon, Witten). Der Reaktor 
wurde über 5 Stunden mit 70 %-iger wässriger Ethanol-Lösung 
sterilisiert, wobei der Flüssigkeitsstrom vor dem Reaktor-
einlaß einen Sterilfilter passierte. Die Ethanol-Lösung wurde 
durch Wasser verdrängt und dieses wiederum durch eine Lösung, 
wie sie als Produktlösung eines EMR-Experiments mit Coenzym-
regenerierung entsteht (vgl. 5,3.1.). Diese Lösung enthielt 
100 mmol/1 L-Leucin, 1oo mmol/1 NaHC03 , 300 mmol/1 NH 4-For-
miat und 50 mmol/1 Kaliumphosphat. Die Lösung war auf pH 8 
eingestellt. Durch die Thermostatisiereinrichtunq wurde die 
Temperatur im Reaktor auf 25 °C eingestellt. Zu Versuchs-
beginn wurden 10 ml (ein Reaktorvolumen) einer Lösung von 
PEG-10 000-NADH (51 1 6 ~mol coenzymatisch aktiv) über ein Sep-
turn vor dem Sterilfilter dem Flüssigkeitsstrom zugeführt. 
Es wurde nun über 33 Tage 'die oben beschriebene "Prod-qktlö-
sung" mit 2,5 ml/h durch den Reaktor gepumpt. 
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Durch Entnahme einer Probe von 10 ~1 wurde im Laufe der Zeit 
die im Reaktor vorhandene Konzentration an Coenzym mit Hilfe 
eines enzymatischen Tests mit LEUDH beobachtet. Zum Vergleich 
wurde die verwendete reine Coenzym-Lösung bei 4 °C im Kühl-
schrank aufbewahrt und in gleicher Weise untersucht. Es wurde 
jeweils der coenzymatisch aktive Gehalt bestimmt. Das Ergeb-
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Abb. 5.5.: Untersuchung der Langzeitstabilität von 
PEG-10 000-NADH im UF-Membran-Reaktor. 
35 
Innerhalb der ersten drei Tage geht ein erheblicher Anteil 
an Coenzym durch Belegen der Membran und durch Ausspülen 
niedermolekularer Anteile verloren. Anschließend jedoch ver-
läuft der Verlust an Coenzym in einer konstanten Rate. Die 
Desaktivierung des Coenzyms in wässriger Lösung bei pH 8 und 
4 °C ist die bei pH 8 und der vorliegenden Konzentration des 
Coenzyms minimale Desaktivierung. 
Die Desaktivierung des Coenzyms läßt sich als Reaktion erster 
Ordnung beschreiben. Die Geschwindigkeitskonstante ist die 
Desaktivierungskonstante, Die Desaktivierung des Coenzyms im 
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UF-Membran-Reaktor setzt sich aus den folgenden Anteilen zu-
sammen: 
"Grunddesaktivierung': Die Desaktivierung, die bei der 
Lagerung des Coenzyms in s ubstrat- und produkt-freier Lö-
sung bei tiefer Temperatur auftritt. 
- "Elutionsverlust": Scheinbare Desaktivierung durch Aus-
spülen des Coenzyms durch die UF-Membran wegen zu geringer 
Retention. 
- "Reaktordesaktivierung": Erhöhung der Grunddesaktivierung 
durch den Einfluß der Substrate und sonstiger Einflüsse, 
die nicht als Blutionsverlust erklärbar sind. 
Zur Messung der Grunddesaktivierung wurde die Desaktivierung 
der Coenzymlösung untersucht, als reine wässrige Lösung (pH 8) 
bei einer Lagerung im Kühlschrank bei 4 °C. 
Die Retention einer PEG-10 000-NADH-analogen Verbindung durch 
die verwendete UF-Membran beträgt R=0.993 (51). Die verwen-
dete PEG-10 000-NADH-analoge Verbindung enthält statt NADH 
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Abb. 5.6.: Desaktivierung von PEG-10 000-NADH im UF-Membran-
Reaktor 
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In Abb. 5.6. ist der Einfluß der verschiedenen Anteile der 
Desaktivierung von PEG-10 000-NADH dargestellt. Es wird ange-
nommen, daß sich die "Gesamt~Desaktivierungskonstante" kges 
additiv aus der "Grund-Desaktivierungskonstante'' k , der gr 
"Elutionsverlust-Konstante" kel = (1-R)/-r: und der 
"Reaktor-Desaktivierungskonstante" k zusammensetzt: 
rea 
k ges (5.6.) 
Der Verlust an Coenzym durch Elution beträgt bei einer Verweilzeit 
von 4 Stunden ca.35% des Gesamtverlusts. In einem EMR-Experiment 
wird die Retention des Coenzyms durch die Bildung einer Gelschicht aus 
Enzymprotein auf der UF-Membran noch verbessert (siehe Kapitel 5. 3. 2.) 
Die Grund- und Reaktordesakti vierung dürfte sich jedoch ebenfalls 
ändern, da das Coenzym sowohl in der reduzierten als auch in 
der oxidierten Form vorliegt und die Enzyme nicht nur durch 
Verbesserung der Retention des Coenzyms den Coenzymverlust 
beieinflußen. Aus der vorgestellten Untersuchung über die 
Coenzymdesaktivierung erhält man jedoch eine Vorstellung 
über die Größenordnung der den Verlust an Coenzym beeinflus-
senden Faktoren. 
5.3. Kontinuierliche enzymatische L-Aminosäure-Produktion mit 
Coenzymregenerierung 
5.3.J. Reaktionsführung ohne Nachdosierung von Enzymen bzw. 
Coenzym 
Nachdem die Katalysatorstabilitäten im EMR untersucht, mit 
Hilfe kinetischer Messungen Modelle für die Kinetik der Enzyme 
aufgestellt und aus diesen theoretisch günstige Betriebsbedin-
gungen ermittelt worden waren, sollte in Langzeitversuchen die 
Produktion von L~Alanin und L-Leucin im EMR mit Coenzymregene-
rierung untersucht werden. 
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Das Fließbild und ein Foto der hierzu verwendeten Versuchsan-
lage ist in Abb. 5.7. und Abb. 5.8 dargestellt. 









Abb. 5.7. und 5.8.: Enzym Membran Reaktor zur kontinuierlichen 
Reaktionsführung mit Coenzymregenerierung. 
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Die Substratlösung wird kontinuierlich durch einen Sterilfil-
ter in den Reaktor gepumpt. Im Reaktor reagieren die Substrate 
mit dem Coenzym katalysiert durch die Enzyme und Produkt ent-
steht. Entsprechend dem Substrat-Volumenstrom, der dem Reak-
tor zugeführt wird, verläßt die Produktlösung den Reaktor 
durch die Poren der UF-Membran, Enzyme und Coenzym werdenhier-
bei durch die UF-Membran zurückgehalten. Als UF-Membran 
wurde eine YM5-Membran (Firma Amicon, Witten) verwendet. Die 
nominelle Ausschlußgrenze bezüglich des Molekulargewichts 
beträgt 5 000 g/mol. Die Produktlösung wird in einem Photo-
meter und einem automatischen Polarimeter vermessen. 
Mit dem Photometer konnte durch Messung bei 340 nm das Aus-
spülen der niedermolekularen Anteile in PEG-10 000-NAD(H), so-
wie der Einspülvorgang mit Substrat beobachtet werden. Das 
Polarimeter diente zur kontinuierlichen Messung der L-Alanin-
oder L-Leucin-Konzentration. Wie bei den unter 5.2. beschrie-
benen Versuchen wurde der EMR auch hier mit einem Magnetrüh-
rer gut gerührt, um die Bildung einer Gelschicht möglichst 
gering zu halten. 
Ein piezoresistiver Druckaufnehmer diente zur Überwachung des 
Drucks im Reaktor bzw. des Differenzdrucks an der UF-Membran, 
da hinter der UF-Membran kein wesentlicher Überdruck herrschte. 
Mit Hilfe dieser Messung konnte man den Einspülvorgang der 
Enzyme und Coenzyme in den Reaktor und die steigende Membran-
belegung durch die Polymere überwachen. Weiterhin war es wich-
tig zu beobachten, daß der maximal zulässige Druck auf die 
Membran nicht überschritten wurde. 
Durch ein Septum konnten Proben aus dem Reaktor entnommen 
werden. Mit einer Therrnostatisierungseinrichtung wurde der 
Reaktor auf konstanter Reaktionstemperatur gehalten. 
Beim Start des Experiments wurde der Reaktor zuerst kontinuier-
lich mit 70 %-igem wässrigen Ethanol sterilisiert (Verweildau-
er von 5 Stunden). Darauf wurde der Reaktor zuerst mit Wasser 
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und dann mit Substrat-Lösung gespült. FDH und PEG-10 000-NADH 
wurden als wässrige Lösungen zwischen Pumpe und Sterilfilter 
in den Substratstrom eingespritzt und mit diesem durch den 
Sterilfilter in den Reaktor gespült. Durch Einspritzen Yon 
ALADH bzw. LEUDH in einer Lösung von geringem Volumen in den 
Substratstrom zwischen Sterilfilter und Pumpe wurde die Reak-
tion schließlich gestartet. 
Der Reaktorinhalt betrug 10 ml, der Substratstrom 2 ml/h und 
damit die Verweilzeit 5 Stunden. Als Reaktionstemperatur 
wurde bei den folgenden Experimenten 25 °c gewählt, um eine 
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Abb. 5, 9 .. Kontinuierliche L-Alanin-Produktion im EMR mit 
Coenzymregenerierung 
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In Abb. 5. 9 , ist das Ergebnis eines Experiments zur kontinuier-
lichen L-Alanin-Produktion aus Natrium-Pyruvat und NH 4-Formiat 
unter Verwendung des FDH - ALADH Multi-Enzym Systems darge-
stellt. 
Zu Beginn des Versuchs wurden dem Reaktor FDH, PEG-10 000-NADH 
und schließlich ALADH zugeführt. Innerhalb von 3o Stunden, was 
6 Verweilzeiten entsprach, wurden die Enzyme und das Coenzym 
in den Reaktor eingespült. Da der Sterilfilter die Einspülung 
der Polymer-Moleküle in den Reaktor etwas verzögerte, wurde der 
stationäre Zustand im EMR (der sich selbst wie ein idealer 
Rührkessel-Reaktor verhält) etwas später erreicht als für 
niedermolekulare Moleküle vorausberechnet werden kann. 
Zur Bestimmung des Umsatzes wurde die Messung des Drehwertes 
der Produkt-Lösung mit einem Polarimeter bei 436 nm in einer 
Durchflußküvette mit 10 cm Schichtdicke durchgeführt. Die 
polarimetrische Eichkurve ist in Abb. 5.10. zu sehen. Zur 
Kontrolle wurde eine Probe der Produktlösung mit einem Amino-
säure-Analyser auf ihren Alanin-Gehalt untersucht. Hierbei 
stellte sich heraus, daß die polarimetrisch bestimmte L-Alanin-
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Abb. 5 .1 0 . : Eichkurve zur polar imetrischen L-Alanin-BestilT\Illpng. 
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Der Gr~nd dafür könnte in einer Bildung Schiff'scher Basen 
zwischen restlichem Pyruvat und dem gebildeten L-Alanin liegen. 
Über solche Zwischenprodukte ist eine teilweise Racemisierung 
des gebildeten L-Alanins denkbar. Diese Vermutung wird dadurch 
gestützt, daß der Drehwert der Produktlösung nach 24 stündiger 
Lagerung deutlich kleiner ist, als unmittelbar nach Verlassen 
des Reaktors. 
Es empfiehlt sich daher, im Gegensatz zu dem in Kapitel 4.1. 
berechneten optimalen Umsatz, hohe Umsätze anzustreben, um 
die Bildung Schiff'scher Basen über einen Mangel an Pyruvat 
möglichst auszuschließen und mit kurzen Verweilzeiten und 
hohen Katalysatorkonzentrationen zu arbeiten. 
Das in Abb. 5.9. dargestellte Ergebnis stellt den Verlauf 
des Umsatzes an Pyruvat im EMR bzw. der ent-
sprechenden enzymatischen Produktion an L-Alanin dar, ohne Be-
rücksichtigung der durch Racemisierung verlorenen Menge an 
L-Alanin. Der Grund hierfür ist, daß bei der Be-
stimmung des Alanin-Gehalts einer Probe der Produktlösung, 
wie sie zur Überprüfung des Ergebnisses der polarimetrischen 
L-Alanin-Bestimmung mit einem Aminosäure Analyser durch-
geführt wurde, nicht zwischen L- und D-Alanin unterschieden 
werden kann. 
Wie in Abb. 5.9., so sind auch die folgenden Ergebnisse des 
Versuchs auf enzymatisch produziertes L-Alanin bezogen ohne 
Berücksichtigung des Anteils, der racemisiert war, bis die 
l?roduktlösung die Polarimeter-Küvette passierte. 
Aus dem allmählichen Umsatzabfall mit der Betriebszeit nach 
Abschluß des Einspülvorgangs können mit Hilfe der kinetischen 
Modelle die Desaktivierung für die Enzyme und das Co-
enzym berechnet werden. Für die Berechnung wurde die Betriebs-
zeit zwischen dem 1. Tag und 4,5. Tag zugrunde gelegt. 
Zu Beginn dieses Zeitintervalls betrug die effektive FDH-Ak-
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tivität 2,83 U/ml und die effektive ALADH-Aktivität 12,8 U/ml. 
Die enzymatisch wirksame Coenzym-Konzentration betrug 5,4 nunol/1. 
Die drei Desaktivierungsraten wurden als Optimierparameter mit 
Hilfe eines Optimierungsprogramms nach Rosenbrack gewonnen. 
Jeder Funktionsaufruf des Optimierprogramms setzt die Be-
rechnung des Umsatzes über den gesamten betrachteten Betriebs-
zeitraum voraus. Dazu warjeweils eine Lösung des Differential-
gleichungssystems in einem Unterprogramm nach dem Runge-Kutta-
Verfahren erforderlich. Es ergaben sich folgende Desaktivie-
rungen pro Tag: 
DESFDH = 12,5 % (gerechnet) 
DESALADH = 20' 1 % (gerechnet) 
DES = 13,6 g. (gerechnet) Coenzym 0 • 
Die bei diesem Versuch beobachtete hohe Enzymdesaktivierung kann 
wegen der kurzen Versuchsdauer mit einer erhöhten Desaktivierung 
zu Versuchsbeginn erklärt werden. 
Die maximale Wechselzahl zum Zeitpunkt des höchsten Umsatzes 
für FDH betrug 25 min- 1 , für ALADH 4200 min - 1 und für das 
Coenzym0,12 min- 1 . Als Basis der Rechnung dienten die berech-
neten Enzym- und Coenzymkonzentrationen unter der Annahme, 
daß es sich bei den entsprechenden Enzymchargen um reines ak-
tives Enzymprotein handelt. 
Der Verbrauch an FDH betrug insgesamt: 
2,8 m9: FDH bzw. 3,2 
u 
g L-Alanin g L-Alanin 
für ALADH: 
0,0056 m9: ALADH bzw. 2, 5 g u g L-Alanin L-Alanin 
und für das Coenzym: 
6,4 1-l mol PEG-10 000-NAD(H) g L-Alanin 
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was einer 656 ~fachen Wiederverwendung bzw. Regenerierung 
des Coenzyms entsprach. 
In 4, 5 Tagen wurden 35,4 mmol L-Alanin produziert. Die 
maximale Raumzeitausbeute betrug: 
83 ·~r L.,_Al·an tn 




Der Durchschnittswert der Raumzeitausbeute war: 
70 g L-Alanin 1 • d 
FDH-LEUDH System 
bzw. kg L-Alanin 3 
m • d 
FDH=16.0 U/ML ; LEUDH=36.3 U/ML ; PEG-10000-NADCH)~3 MMOL/L 
KT0~100 MMOL/L;NH4+0cf0c400 MMOL/L;PHOSPHAT-PUFFER=50 MMOL/L 
100 
*w 




s J A 60 T I z 
I 





5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 
T CDJ 
Abb. 5.11 .: Kontinuierliche L-Leucin Produktion im EMR mit 
Coenzyrnregenerierung 
- 120 -
In Abb. 5.11. ist das Ergebnis eines Experiments zur kontinu-
ierlichen L-Leucin-Produktion aus Natrium a-Keto-Isocaproat und 
NH!-Formiat unter Verwendung des FDH-LEUDH Multi-Enzym Systems 
dargestellt, 
Dem Reaktor werden zum Versuchsbeginn FDH, PEG-10 000-NADH 
und schließlich LEUDH zugeführt. Nach einem Tag wurde dem Re-
aktor eine Probe entnommen, um die in der Reaktionslösung be-
findliche Enzymaktivität zu bestimmen. Es wurden 16,0 U/ml 
an FDH und 36,3 U/ml an LEUDH gefunden. Die enzymatisch wirk-
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Abb, 5.12.: Eichkurve zur polarimetrischen L-Leucin Bestimmung 
In Abb. 5.12. ist die polarimetrische Eichkurve abgebildet, die 
dazu diente, den Umsatz der Produktlösung aus dem kontinuier-
lich bei 436 nm mit einer Durchflußküvette (Schichtdicke 10 cm) 
gemessenen optischen Drehwert zu ermitteln. 
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Als weitere Methode zur Bestimmung der Leucin-Konzentration 
wurde ein enzymatischer Test unter Ve.rwendung von L~Arnino-
säure Oxidase (L-AOD) durchgeführt. Wenn man die zur Erstell-
ung der Eichkurve zur L-Leucin Analytik hergestellten Lösungen 
aus L-Leucin und a-Keto Isocaproat längere Zeit stehen ließ, 
traten ebenso wie bei der Produktlösung Abweichungen im op-
tischen Drehwert der Lösung auf. Dies dürfte darauf zurückzuführen 
sein, daß auch hier in geringem Maße eine Bildung Schiff'scher 
Basen möglich ist. Durch eine Isolierung von L-Leucin aus der 
Produktlösung und Messung des optischen Drehwertes des iso-
lierten und krista.llisierten L-Leucin konnte jedoch im Ge-
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Abb. 5.13.: Eichkurve zur enzymatischen L-Leucin-Bestimmung 
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Die Eichkurve für den L-AOD-Test ist in Abb. 5,13. dargestellt. 
Mit den durch enzymatische Bestimmung ermittelten Umsatzwerten 
wurde der polarimetrisch ermittelte Verlauf U = f (t) korri-
giert. 
Der Versuch wurde 48 Tage lang betrieben. Der maximale Umsatz 
betrug 99,7 %. Nach vier Wochen trat ein "Verlöschen" der Re-
aktion ein, d.h. der Umsatz ging plötzlich exponentiellzurück. 
Nach 48 Tagen wurde der Versuch abgebrochen und die noch im 
Reaktor verbliebenen Aktvitäten an FDH und LEUDH ermittelt. 
Es wurden 10,7 U/ml an FDH und 18,9 U/ml an LEUDH gefunden. Es 
gingen also 33 % der FDH und 48 % der LEUDH Aktivität verloren, 
was einer durchschnittlichen Desaktivierung von 0,83 % für 
FDH und 1,35% für LEUDH an einem Tag entsprach. 
Da am Ende des Versuchs keine enzymatisch nachweisbare Menge 
an Coenzym mehr gefunden wurde, dürfte die Desaktivierung 
des Coenzyms der Hauptgrund für den Zusammenbruch des Umsatzes 
nach 4 Wochen sein. 
Mit einem Optimierprogramm, das ein Unterprogramm zur Lösung 
der Differentialgleichungen der Massenbilanzen des FDH-LEUDH 
Systems nach dem Runge-Kutta-Verfahren benutzte, sollte durch 
Anpassung an den gemessenen Umsatz-Zeit-Verlauf die Desakti~ 
Vierung des Coenzyms ermittelt werden. Bei jedem Unterprogramm-
aufruf muß jeweils der gesamte Umsatz-Zeit-Verlauf berechnet 
werden. Da bei einer Versuchszeit von über 31 Tagen durch die 
Desaktivierung die Coenzym-Konzentration unter 0,01 mmol/1 sank, 
stieg die Rechenzeit immer weiter an, da das Zeitintervall, 
in dem ein Umsatzschritt berechnet wurde, entsprechend der Coen-
zym-Konzentration immer weiter verkleinert werden mußte. 
Die Berechnung des gesamten Umsatz-Zeit-Verlaufes (d.h. ein 
Funktionsaufruf der Optimierung) daue~te mit dem verwendeten 
Computer (PDP 11/34 Fa. Digital Equipment) 6 Tage. Es war daher 
ausgeschlossen, wegen des hohen Rechenaufwands die Desaktivierung 
wie beim FDH-ALADH System zu berechnen. 
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Um aber trotzdem die Desaktiyierung des Coenzyms ermitteln 
zu können, wurde eine andere Methode zur Berechnung dieser 
Größe verwendet. Anstatt den Umsatz-Zeit-Verlauf nach dem 
Runge-Kutta-Verfahren zu berechnen, wurde der Umsatz-Zeit-
Verlauf punktweise mit einem Optimierprogramm nach Rosenbrack 
berechnet. Somit wurde zur Berechnung der Coenzym-Desaktivie-
rung als Unterprogramm des Optimierprogrammseinweiteres Optimie~ 
rungsprogramm verwendet. Da die Berechnung von .Betriebspunkten eines 
EMR durch nichtlineare Regression nur für den stationären Zu-
stand des Reaktors exakte Werte liefert, ist die ermittelte 
Coenzym-Desaktivierung von 16,8 %/Tag nur ein Näherungswert. 
Der Unterschied im Umsatz-Zeit-Verlauf, wie er durch nichtlineare 
Regression oder nach dem Runge-Kutta-Verfahren berechnet wurde, 
war allerdings gering. 
Für FDH und LEUDH wurden die zum Versuchsbeginn gemessenen En-
zymaktivitäten und die ermittelten Desaktivierungsraten bei 
der Rechnung berücksichtigt. Das Ergebnis dieser Rechnung ist 
in Abb. 5.11. als durchgezogene Kurve eingezeichnet. 
Es ergaben sich die folgenden Desaktivierungen pro Tag: 
DESFDH = 0, 83% (gemessen) 
DESLEUDH = 1, 35 % (gemessen) 
DESC 1 6, 8 % (gerechnet) 
oenzym = 
Die Abweichung des berechneten U = f(t)-Verlaufs bei Zeiten 
über 35 Tage dürfte in einer geringer werdenden Desaktivier-
ungsrate des Coenzyms im Bereich von Coenzym-Konzentrationen 
unter 0,01 mmol/1 begrUndet sein, Bei diesen Konzentrationen 
an Coenzym wird die durchschnittliche Verweilzeit des Coenzyms 
am "active site" eines Enzyms sehr groß, da die Enzyme in über 
100-fachem Uberschuß im Vergleich zum Coenzym vorliegen. 
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Die maximale Wechselszahl zum Zeitpunkt des höchsten Umsatzes 
betrug für FDH 2,08 min-1 , für LEUDH 34,3 min-1 und für 
-1 das Coenzym 5,3 min . Der Verbrauch an FDH betrug: 
2,28 
mg FDH u 
bzw. 2,59 
g L-Leucin g L-Leucin 
an LEUDH: 
mg LEUDH 
0,74 bzw. 8,5 u 
g L-Leucin g L-Leucin 
und für das Coenzym: 
~mol PEG-10 000-NAD(H) 
1 , 5 
g L-Leucin 
was 5 200-facher Wiederverwendung oder Regenerierung des Co-
enzyms entspricht. In 48 Tagen wurden 155 mmol L-Leucin pro-
duziert. Die maximale Raum-Zeit-Ausbeute betrug: 





Der Durchschnittswert der Raum-Zeit-Ausbeute war: 
42,5 
g L-Leucin 
1 . d bzw. 
kg L-Leucin 
3 m .d 
5.3.2. Reaktionsführung mit Nachdosierung von Enzymen bzw. 
Coenzym 
Bei den im Kapitel 5. 3.1. beschriebenen EMR-Versuchen wurde 
nur zu Beginn eine bestimmte Menge an Enzym und Coenzym in den 
Reaktor gegeben. Aus dem Umsatz-Abfall wurde auf die Desakti-
vierung der Enzyme und des Coenzyms geschlossen. 
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Bei dem beschriebenen Versuch zur kontinuierlichen L-Leucin-
Produktion wurde gezeigt, daß es möglich ist,. bei hohen Enzym~ 
und Coenzym-Konzentrationen und bei relativ hoher Verweilzeit, 
das Reaktionssystem für vier Wochen bei einem Umsatz von nahe-
zu 100 % zu halten. Da bei sehr hohem Umsatz die Reaktionsge-
schwindigkeit sehr stark zurückgeht, wie bei den Modellrechnungen 
in Kapitel 4, dargestellt wurde,und damit die Enzym- und Co-
enzym-Nutzung gering ist, wurde ein weiterer Versuch zur 
kontinuierlichen L-Leucin-Produktion im EMR durchgeführt. 
Die Versuchsbedingungen wurden so gewählt, daß im größten Teil 
des Versuchszeitraums der Umsatz zwischen 50 und 90 % lag. 
Als Substratlösung wurde bei diesem Versuch wie bei dem unter 
5.3.1. beschriebenen Versuch zur L-Leucin-Produktion eine 
Lösung verwendet, die auf pH 8 eingestellt war und 100 mmol/1 
Natrium a-Keto Isocaproatund 400 mmol/1 NH; -Formiat enthielt. 
Da Phosphat die Stabilität von NAD(H) in wässriger Lösung 
, nachteilig beeinflußt, wie kürzlich berichtet wurde (52), 
enthielt die Substrat-Lösung kein Phosphat als Puffersubstanz. 
Die Produkt-Lösung des im stationären Zustand befindlichen 
Reaktors hatte einen pH-Wert von 8. 
Nachdem in den EMR eine YM5-UF-Membran eingesetzt, der Reaktor 
mit Ethanol sterilisiert, zuerst mit Wasser und dann mit Sub-
strat-Lösung gespült war, wurden dem Reaktor 143 U FDH und 
70,3 U LEUDH durch Einspritzen in den Substratstrom zwischen 
Pumpe und Sterilfilter zugeführt. Darauf wurde der in der 
Enzym-Lösung enthaltene Phosphatpuffer durch 100 ml Substrat-
Lösung, die durch den Reaktor gepumpt wurde, verdrängt. 
Der Substratstrom wurde, um eine Verweilzeit von 1 Stunde zu 
erhalten, auf 11,3 ml/h eingestellt (das Reaktorvolumen betrug 
11,3 ml), Um den versuch zu starten, wurden in 
den Substratstrom vor dem Sterilfilter 11,3 ~mol PEG-10 000-
NADH in wässriger Lösung eingespritzt, 
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Zweimal während des Versuchs wurden FDH, LEUDH und PEG-10 000-
NADH nachdosiert, um durch Desaktivierung verlorene Aktivitäten 
an Enzym bzw.Coenzym auszugleichen und damit den Umsatz des 
Reaktors wieder zu steigern. Und zwar wurden nach 9 Tagen 
dem EMR 12, 2U FDH, 53, 6 U LEUDH und 1 2, 8 ll mol PEG-1 0 000-NADH 
und nach 19 Tagen 36,2 U FDH, 22 U LEUDH und 9, 6 )lmol 
PEG-10 000-NADH nachdosiert. 
Die im Reaktor vorhandenen Enzymaktivitäten wurden durch den 
enzymatischen Test einer Probe von jeweils 5 ~1 ermittelt. Den 
in der Spritze zur Probenahme verbliebenen Rest an Reaktorlösung 
mit einberechnet, betrug der Verlust an Enzymaktivität und 
an Coenzym bei jeder Probenahme 0,05 %. Der Aktivitätsverlust 
durch die Probenahme war wesentlich niedriger als die Desakti-
vierung selbst. 
Für eine Bestimmung der Coenzym-Konzentration im Reaktor durch 
eine Probenahme wäre ein wesentlich größeres Probevolumen nö-
tig gewesen, um nach einer chromategraphischen Trennung des 
Coenzyms aus dem Gemisch mit Enzymen und Substrat dessenMenge 
zu bestimmen. Hierdurch wäre jedoch das Reaktionssystem er-
heblich gestört worden. Um die genaue Coenzymkonzentration 
im Reaktionsgemisch ohne Verlust zu ermitteln, wurde der Auf-
bau der EMR-Anlage geändert. 
Dem EMR wurde auf der Druckseite der Membran eine Bypass-
Schleife hinzugefügt, wie in Abb. 5.14. und Abb. 5.15. dar-
gestellt ist. Die Lösung aus dem Reaktor wird mit einer 
Schlauchpumpe durch eine Photometerküvette hindurch und 
- mit dem Substratstrom vereinigt - zurück in den Reaktions-
raum gepumpt. Die ultrafiltrierte Produktlösung passiert gleich-
zeitig die Vergleichsküvette des Zweistrahl-Photometers und 
fließt anschließend noch wie üblich durch die Polarimeterkü-
vette, um den Umsatz zu vermessen. 
Abb. 5. 14. 












Abb. 5.14. und Abb. 5.15.: EMR mit Bypass-Schleife zur Er-
mittlung der Enzymaktivitäten und der Coenzym-Kon-
zentration. 
Durch diese Anordnung wird die Extinktion der Reaktionslösung 
im Vergleich zum Ultrafiltrat bei 340 nm vermessen. Da die 
Enzyme bei 340 nm keine nennenswerte Absorption haben,ergibt sich 
aus der gemessenen Extinktion die im Reaktionsgemisch vor-
handenen PEG-10 000-NADH-Konzentration. 
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Um die im Reaktionsgemisch vorhandene PEG-10 000-NAD+-Konzen-
tration zu bestimmenv wird die Photometerküvette im Bypass-
Kreislaufstrom mit 2 Drei-Wege-Hähnen überbrückt, wie in der 
Detailaufnahme in Abb. 5.16. zu sehen ist, und wird somit zum 
Satzreaktor. 
Abb. 5.16.: Detailbild des EMR mit Bypass-Schleife. 
Unter den Reaktionsbedingungen im EMR liegt das Coenzym, wie 
in Kapitel 4.2. berechnet, überwiegend in der oxidierten Form 
vor. Da sich im Reaktionsgemisch ein Überschuß an Formiat 
befindet, reagiert alles in der als Satzreaktor arbeitenden 
Photometerküvette befindliche PEG-10 000-NAD+ zu PEG-10 000-
NADH ab, wenn allesa-Keto Isocaproat zu L-Leucin verbraucht 
ist. Nachdem das Coenzym komplett in die reduzierte Form umge-
setzt ist, wird der Inhalt der Photometerküvette wieder in 
den Reaktor zurückgespült, indem die Drei-Wege-Hähne wieder 
umgeschaltet werden. 
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Dadurch, daß in der Photometerküvette alle ~-Ketosäure zu L-
Aminosäure umgesetzt wird, stimmt die Kompensation der Extink-
tion durch die Produktlösung des EMR in der Vergleichsküvette 
nicht mehr, d.h. der Meßwert muß korrigiert werden um die 
Differenz der Extinktion der Produkt-Lösung des EMR und einer 
Lösung, die einen Umsatz von 100 % entspricht. Diese Korrek-
tur kann rechnerisch erfolgen. Die Differenz der Extinktionen 
einer Lösung mit 90 % Umsatz zu einer Lösung mit 100 % 


























ANFANGS-COENZYMKONZENTRATION : PEG-10000-NAD<H)~I MMOL/L 
NACHDOSIERUNG BEI T=9 UND 19 D : C=l. 13 UND 0.847 MMOL/L 
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 
T CDJ 
Abb. 5.17.: Konzentration des aktiven Coenzyms als Funktion 
der Reaktionszeit. 
In Abb. 5.17. ist der Verlauf der Coenzym-Konzentration im 
Reaktor als Funktion der Reaktionszeit dargestellt. Nach 9 
und nach 19 Tagen wurde Coenzym nachdosiert. Der Verlust an 
Coenzym kann, wie in Abb. 5.17. dargestellt ist, gut als 
Reaktion erster Ordnung beschrieben werden. 
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Die Desaktivierungskonstanten und die Desaktivierung an einem 
Tag ergeben sich zu: 
t = 0 9 d k des = 0, 112 1/d DES = 10,6 % 
t = 9 - 1 9 d k = 0,110 1/d DES = 10,4 % des 
t = 19 23 d kdes = o, 091 1/d DES = 8,7 % 
Nach jeder Coenzymdosierung werden nur 60 - 70 % des zudo-
sierten Coenzyms im Reaktor wiedergefunden. Dieser Verlust an Coen-
zym ist vermutlich im Ausspülen von niedermolekularen Antei-
len begründet, wie es bereits bei dem in Kapitel 5.2 be-
schriebenen Versuch beobachtet wurde (Abb. 5.5.). Diese Ver~ 
mutung wird auch durch die geringer werdende Desaktivierung 
des Coenzyms nach einer erfolgten Nachdosierung gestützt, die 
sich durch einen geringeren Ausspülverlust erklären läßt, da 




















ANFANGSENZYM-AKTIYITAET : FDH=12.7 U/ML; LEUDH=6.22 U/ML 
NACHDOSIERUNG BEI T=9 UND 19 D 
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Abb. 5.18.: FDH- und LEUDH Aktivität als Funktion der 
Reaktionszeit. 
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In Abb. 5.18. ist der Verlauf der Enzym-Aktivitäten an FDH 
und LEUDH, wie er durch Probennahme ermittelt wurde, als 
Funktion der Reaktionszeit dargestellt. Von d~n eingesetzten 
Enzymaktivitäten werden zu Beginn des Experimentes nur ca. 
55 bzw. 65 % in einer Probe wiedergefunden. Der Grund hierfür 
kann die Bildung einer Gelschicht aus Enzymproteinen auf der 
UF-Membran sein. Im Gegensatz zum Coenzym tritt bei den 
Enzymen kein meßbarer Ausspülverlust auf. Die Annahme eines 
Verlustes an Enzymaktivität durch Gelbildung läßt sich auch durch 
die Tatsache stützen, daß nach mehrmaliger Nachdosierung der 
Enzyme ein steigender Prozentsatz der Aktivität im Reaktor 
wiedergefunden wird. Für den Betriebszeitraum von 9 bis 19 Tagen 
ergibt sich als Desaktivierungskonstante und als Desaktivierung 
an einem Tag: 
k des-FDH 
k des-LEUDH 
= 0,0612 1/d DES = 5,99 % 
= 0,0239 1/d DES = 2,36 % 
In Abb. 5.19. wird schließlich der Verlauf des Umsatzes an 
a-Ketosäure als Funktion der Betriebszeit des Reaktors gezeigt. 
Es ist der polarimetrisch ermittelte Umsatz dargestellt, des-
sen Verlauf durch enzymatische Tests, wie im Kapitel 5.3.1. 
beschrieben, kontrolliert wurde. Die polarimetrische Eichkurve 
und die Eichkurve des enzymatischen Tests sind in Kapitel 5.3.1. 













NACHDOSIERUNG VON ENZYMEN UND COENZYM BEI T=9 UND 19 D 
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 
T CDJ 
Abb. 5.19.: Kontinuierliche L~Leucin-Produktion im EMR mit 
Coenzymregenerierung, Umsatz an a -Keto Isocaproat 
bzw. Produktion an L-Leucin als Funktion der 
Reaktionszeit. 
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Eine Racemisierung des L-Leucins in der Produkt-Lösung trat 
nicht auf. Aus der Produkt-Lösung durch Kristallisation ge-
wonnene Proben erreichten(ohne Umkristallisatiorn eine optische 
Reinheit von 97,5- 99,5 %. Zum Vergleich diente von der Fa. 
Merck bezogenes L-Leucin. 
Die :maximale Wechselzahl zum Zeitpunkt des höchsten Umsatzes 
nach 12 Stunden - bezogen auf die im Reaktor wirksame Enzym-
aktivität- betrug für FDH 72 min-1 , für LEUDH 1070 min-1 und 
für das Coenzym 2,5 min-1 . Die Aktivität der eingesetzten 
Enzyme betrug für FDH 4,06 U/mg und für LEUDH 10,5 U/mg. 
Ober den Versuchszeitraum von 24 Tagen betrug der durch-








bzw. 2,08 u g L-Leucin 
bzw. 1 ,07 u g L-Leucin 
Dm gleichen Zeitraum wurden 
0,42 jlmbl PEG-10 000-NAD(H) benötigt, was einer 18200 g L-Leucin 
fachen Regenerierung des Coenzyms entspricht. Alle Werte 
gelten für einen mittleren Umsatz von 77 %. In den 24 Tagen 
wurden 502 mmol L-Leucin produziert. Die maximale Raum-Zeit-
Ausbeute betrug 
313 g L-Leucin l·d bzw. kg L-Leucin 3 
m ·d 
Der Mittelwert über die 24 Tage betrug 







Zur Ermittlung der optimalen Betriebsbedingungen für den 
Einsatz eines Enzym Membran Reaktors (EMR) zur kontinuierlichen 
L-Aminosäure-Synthese wurden: 
- kinetische Messungen 
- theoretische reaktionstechnische Berechnungen 
- Untersuchungen zur Lagerstabilität der Enzyme und 
Coenzyme 
Versuche zum Einsatz der Einzel-Enzym-systeme im 
EMR ohne Coenzymregenerierung 
Experimente zur L-kminosäure Produktion im EMR mit 
Coenzymregenerierung ohne und mit Nachdosierung von 
Enzym und Coenzym 
durchgeführt. 
FDH zeigt bei Verwendung von polymergebundenem Coenzym im 
Vergleich zu nativem Coenzym eine höhere Aktivität, die 
~-Werte unterscheiden sich nicht wesentlich. 
ALADH erreicht bei hoher Coenzymkonzentration (3 mmol/1) die 
gleiche Aktivität, ob nun natives oder polymergebundenes Coenzym 
verwendet wird, der K -Wert für polymergebundenes Coenzym ist 
m 
20fach größer als für natives Coenzym. 
LEUDH zeigt bei Verwendung von polymergebundenem Coenzym eine 
um 13 % geringere Aktivität und einen 2fach höheren K -Wert 
m 
als bei Verwendung von nativem Coenzym. FDH wird stark durch 
das reduzierte Coenzym inhibiert, während die Inhibierung von 
ALADH und LEUDH durch das oxidierte Coenzym nur gering ist. 
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Durch eine Substratüberschußinhibierung der ALADH durch Pyru-
vat ergibt sich ein Umsatzoptimum bezüglich der Enzymnutzung 
im FDH-ALADH System. Da NADH einen inhibierenden Einfluß auf 
FDH hat, wird der maximale Umsatz bei einem Oberschuß an ALADH 
im Vergleich zu FDH im FDH-ALADH System erreicht. Unter diesen 
Bedingungen liegt das Coenzym überwiegend in der oxidierten 
Form vor. 
Beim FDH-LEUDH System sinkt die Enzymnutzung mit steigendem 
Umsatz, wobei aber noch bei einem Umsatz von 85 % die Enzym-
nutzung über 90 % des maximalen Wertes bei 0 % Umsatz beträgt. 
Da der K - Wert der LEUDH für das reduzierte Coenzym 20fach 
m 
kleiner ist als der K - Wert der FDH für das oxidierte Coen-
rn 
zym, liegt bei Wahl gleicher Enzymaktivitäten im EMR das 
Coenzym zu über 90 % in der oxidierten Form vor. Im Gegen-
satz zum FDH-ALADH System wird beim FDH-LEUDH System der 
maximale Umsatz bei annähernd gleicher Enzymaktivität an 
FDH und LEUDH erreicht. 
Da das oxidierte Coenzym bei einem pH-Wert über 8 zunehmend 
instabil wird (52), ist die Wahl von pH 8 optimal im Hinblick 
auf die Aktivität der Enzyme und bezüglich der Stabilität des 
Coenzyms, das während des Versuchs im EMR mit Coenzymregenerierung 
überwiegend in der oxidierten Form vorliegt. 
Bei einem Vergleich der Lagerstabilität der Enzyme 
mit der Stabilität beim Einsatz im EMR zeigt sich, daß 
im EMR ein wesentlicher Teil der Aktivität, abhängig von der 
Proteinkonzentration,durch Bildung einer Gelschicht verloren 
geht. Ist jedoch die Gelschicht weitgehend aufgebaut, so liegt 
die Desaktivierung der Enzyme im EMR in der gleichen Größen-
ordnung wie bei der Lagerung bei gleicher Temperatur und glei-
chem Medium. 
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Beim Einsatz von PEG-10 000-NAD(H) im EMR in Abwesenheit von En-
zymen konnte ein erhöhter Verlust an Coenzym beobachtet werden, 
der durch einen Ausspülverlust verursacht wurde. Der Ausspülver-
lust für PEG-10 000-NAD(H) wird durch eine Gelschicht aus Enzym-
protein verringert. 
Wäre der gesamte Verlust an Coenzym beim in Kapitel 5.3.2. 
beschriebenen Versuch durch Ausspülen zu erklären, so ergibt 
sich eine Retention von R = 0,995, die höher ist als die Re-
tention der Membran in Abwesenheit von Enzymen. Da das Coen-
zym aber auch bei Lagerung im Reaktionsmedium desaktiviert, 
dürfte die wirkliche Retention noch besser sein. 
Weil ein wesentlicher Anteil an Coenzym durch zu geringe Re-
tention der Membran verloren geht, sollte, um den Verlust des 
Coenzyms zu verringern, ein höheres Molekulargewicht des PEG 
zur Herstellung des polymergebundenen Coenzyms verwendet wer-
den. Ein Molekulargewicht des PEG von 40000 g /mol wäre günstig, da 
dieses selbst von einer UF-Membran mit einer nCDminellen 
Ausschlußgrenze von 10000 praktisch vollständig zurückge-
halten wird. Ein solches Coenzym-Derivat wäre insbesondere 
für das FDH-LEUDH System gut geeignet, da bei diesem Reaktions-
system Coenzym-Konzentrationen von unter 1 rnmol/1 ausreichen, 
um eine effektive Enzymnutzung zu gewährleisten. 
In einem Versuch zur kontinuierlichen Produktion 
von L-Leucin sollte die Produktionsleistung des EMR und die 
Desaktivierung von Enzym und Coenzym bei guter Katalysator-
nutzung, d. h. bei einem Umsatz zwischen 50 und 90 %, unter-
sucht werden. Um den Umsatz im gewünschten Bereich zu halten, 
wurde eine kürzere Verweilzeit und eine geringere Enzym- und 
Coenzymkonzentration gewählt als beim vorhergehenden Versuch. 
Nach 9 Tagen und 19 Tagen wurden Enzyme und Coenzym nachdosiert. 
Die Enzymkonzentration wurde im Gegensatz zu den vorherigen 
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Experimenten durch Probenahme während des Versuchs ständig 
kontrolliert. Die Coenzymkonzentration im Reaktor wurde da-
durch bestimmt, daß man einen Teil des Reaktorinhaltes kon-
tinuierlich im Kreislauf durch eine Photometerküvette und 
zurück in den Reaktor pumpte. Hierdurch konnte durch Messung 
der Extinktion bei 340 nm die Konzentration an reduziertem 
Coenzym ermittelt werden. Stoppte man nun den Fluß durch die 
Küvette, so reagierte die in der Küvette verbliebene Lösung 
ab, bis alle Ketosäure verbraucht war. Anschließend wurde 
durch den überschuß an Formiat alles oxidierte Coenzym in re-
duziertes Coenzym umgesetzt und die Extinktion nahm zu bis zu 
einem festen Endpunkt, der der Konzentration des gesamten vor-
handenen Coenzyms entsprach. Die Photometerküvette stellte 
einen Satzreaktor für das Reaktionsgemisch dar. 
Bis zu einer sehr niedrigen Ketosäurekonzentration blieb das 
Verhältnis der Konzentration von oxidierter zu reduzierter 
Form annähernd konstant, nur der Abbau der Ketosäure verur-
sachte eine Abnahme der Extinktion, da die richtige Kompensa-
tion ihrer Extinktion durch Produktlösung des EMR nicht mehr 
gewährleistet war. Nach Verbrauch aller Ketosäure reagierte 
das oxidierte Coenzym schnell ab. 
Aus dem Endpunkt der sich ergebenden Extinktionszeitkurve 
konnte nach Korrektur der Überkompensation durch die Ketosäure 
die Konzentration des gesamten Coenzyms ermittelt werden. Aus 
dem Konzentrations-Zeit-Verlauf während der Abreaktion des 
Reaktiongemisches in der Photometerküvette wurde gleichzeitig 
mit dem schon bei den kinetischen Messungen verwendeten Mi-
kroccnnputer-System der Verlauf R = f("scheinbare" 
CPEG-10000rNADH) bestimmt. 
Unter Verwendung der Massenbilanzen und der Ausgangsbeding-
ungen dieses Versuches lassen sich die aktuelle FDH- und 
LEUDH-Aktivität und die NADH-Konzentration als Optimierpara-
meter durch Anpassung an den gemessenen Kurvenverlauf R = f (c) 
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mit einem Optimierprogramm nach Rosenbrack bestimmen. In Abb. 6.1. 
ist für den 12.-15. Tag der gemessene Verlauf dem gerechneten 
Verlauf R = f (c) gegenübergestellt. Durch die Desaktivierung des 
Coenzyms sinkt die Coenzymkonzentration von einer zur nächsten 











VERWENDUNG EINER PHOTOMETER-KUEVETTE ALS SATZREAKTOR 
T~12, 13, 14,15 D (ENDPUNKTE: C~0.75,0.67,0.58,0.50 MMOL/L) 
-MESSUNG 
----· RECHNUNG 
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 
SCHEINBARE NADH-KONZENTRATION CMMOL/LJ 
Abb. 6.1.: R = f ("scheinbare" CPEG-10 OOO-NADH) für das 
FDH-LEUDH System bei Verwendung einer Küvette 
als Satzreaktor. 
Der Vergleich mit den durch Probenahme bestimmten Enzym-Aktivitä-
ten führt zu folgenden Effektivitätsfaktoren im EMR: für FDH er-
gibt sich ein Effektivitätsfaktor von EF = 0,63 und für LEUDH von 
EF = 1,29. Damit werden Abweichungen zwischen durch direkte Messung 
im Reaktionsgemisch und durch Probenahme ermittelte Aktivitäten be-
rücksichtigt. Bei der Aktivitätsbestimmung durch Probenahme und 
bei den kinetischen Messungen war die Enzym-Konzentration zwei bis 
drei Größenordnungen niedriger als im EMR. 
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In Abb.6.2. ist für den 12.-15. Tag der Verlauf der gemessenen 
Enzymaktivitäten dargestellt. Die Desaktivierungskonstanten 
wurden bestimmt und die sich daraus ergebende Ausgleichskurve 




















EFFEKTIVITAETS FAKTOREN NACH DEN VERSUCHEN IN DER 
PHOTOMETER KUEVETTE: EF-FDH=0.63 ; EF-LEUDH=1 .29 
---~---------------~---------------~----------------~ 
- FDH:GERECHNET KDES=0.0618 1/D 
'~< * FDH: GEMESSEN 
--- LEUDH:GERECHNET KDES=0.0239 1/D 
~ ~LEUDH:GEMESSEN 






Abb.6,2.: FDH- und LEUDH-Aktivität als Funktion der Reak-
tionszeit für ein ausgewähltes Zeitintervall. 
Da die Effektivitätsfaktoren für FDH und LEUDH, wie für diese 
vier Meßpunkte geprüft wurde, innerhalb von 2 % konstant sind, 
kann man also, nachdem man eine Einspülphase für den Reaktor 
abgewartet hat, die EnZ)''.ITiaktivität und Coenzymkonzentration aus 
dem Verlauf R = f(c), wie er mit einem Versuch bei Verwendung 
einer Photometerküvette als Satzreaktor gemessen wird, durch 
Funktionsanpassung bestimmen. 
Dieses Analyseverfahren könnte es ermöglichen,den EMR zur konti-
nuierlichen L-Arninosäureproduktion bezüglich der im Reaktor 
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vorhandenen Enzymakt.ivitäten und der Coenzynkonzentration durch 
Nachdosierung so zu regeln, daß eine konstante J?roduktions.-
leistung aufrechterhalten wird. 
Bei bekannter Kinetik, Enzymdesaktivierung und Coenzymdes-
aktivierung kann man den Verbrauch an Enzym und Coenzym pro 
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1/d i kdes-LEUDH = 0,0239 1/d 
kdes-NAD(H) = 0,109 1/d ~AD(H) = 5600 g/mol 
M = 131,18 g/mol p 
Da die Coenzymkonzentration bei PEG-10000-NAD(H) bislang auf 
die gebundenen Coenzym-Moleküle bezogen angegeben wurden, an 
einPEG Molekül aber 2 NAD(H)-Moleküle gebunden sind, be-
trägt das "Molekulargewicht pro NAD(H)-Molekül" von 
PEG-10000-NAD(H) 5600 g/mol oder 5,6 g/mmol. 
Da R/V in Kapitel 4.2. bereits als Funktion des Umsatzes 
max 
berechnet wurde, kann der Verlauf des Enzym- und des Coen-
zymverbrauchs als Punktion des Umsatzes leicht aus dem in 
Abb. 4.11. dargestellten Verlauf von R/V = f(C K t I c roat) max a- e o- so ap 
berechnet werden. Der Substratverbrauch in kg Substrat pro kg 
Produkt ergibt sich wie folgt: 
Substratverbrauch: 
SV = (6.6.) 
In Abb. 6.3. ist der Substrat-, der Coenzym- und der Enzymver-
brauch als Funktion des Umsatzes dargestellt. 
Der Enzym- und Coenzymverbrauch ist bei 90 % Umsatz nur 12 % 
höhe.r als bei 0 % Umsatz. Da bislang keine relevante Zahl be-
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züglich der Katalysatorkosten vorliegt und auch der Substrat~ 
preis weitgehend von der Abnahmemenge abhängt (53), können noch 
keine Aussagen über wirtschaftlich optimale Be·triebspunkte 
getroffen werden. Das Diagramm in Abb. 6.3. könnte jedoch zur 




















FDH=20 UIML ; LEUDH=20 UIML ; PEG-10000-NADCH)~3 MMOLIL 
KT0c100 MMOLIL ; NH4+0cf0c400 MMOLIL ; T~25 GRD ; PH 8 
- KG 0(-KETO ISOCAPRONSAEURE I KG L-LEUCIN 
----· MG-PEG-10000-NAD<H) I KG L-LEUCIN 
--- U-FDH I KG L-LEUCIN 
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Abb. 6.3.: Substrat-, Coenzym- und Enzymverbrauch als 


























Am Beispiel NAD(H) abhängiger Reaktionen konnte gezeigt 
werden, daß sich das Prinzip des Enzym Membran Reaktors (EMR), 
eines kontinuierlichen Rührkessels, dessen Auslauf mit einer 
Ultrafiltrations(UF)-Membran zur Retention von Makromolekülen 
ausgestattet ist, auch auf coenzymabhängige Reaktionssysteme 
übertragen läßt. 
Als Modellreaktion wurde die reduktive Aminierung von a-Keto-
säuren zu L-Aminosäuren gewählt:' 
1.) Produktion von L-Alanin aus Brenztraubensäure (2-0xo-Propan-
säure), katalysiert durch Alanin Dehydrogenase (ALADH, 
EC.1.4.1.1.) aus Bacillus subtilis 
2.) Produktion von L-Leucin aus a-Keto Isocapronsäure (2-0xo-
4-Methyl-Pentansäure) , katalysiert durch Leuein Dehydro-
genase (LEUDH, EC.1.4.1.9.) aus Bacillus sphaericus. 
Um auch das Coenzym in nur katalytischen Mengen verwenden zu 
kön.~en, wurde es im EMR durch enzymatische Reduktion mit Formiat 
regeneriert. Hierzu wurde das Enzym Formiat Dehydrogenase 
fPPH, EC.1 .2.1.2.) aus Candida boidinii verwendet. 
Dami.t das Coenzym ebenso wie die Enzyme bei kontinuierlicher 
Reaktionsführung durch die UF-Membran des EMR im Reaktor zu~ 
rUckgehalten werden konnte, wurde an Polyethylenglykol 
(Molekulargewicht 10 000 g/mol) gebundenes NAD(H) eingesetzt 
(PEG-10 000-NAD(H)). 
Es zeigte sich,. daß auch PEG-10 ooo~NAD (H) coenzymatisch aktiv 
ist und daß es möglich ist, mit PEG-10 000-NAD(H) die Aktivität 
der Enzyme vergleichbar gut zu nutzen wie mit nativem NAD(H). 
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Die Ergebnisse der kinetischen Messungen wurden für FDH, ALADH 
und LEUDH bei Verwendung von na,tive:rn NAD(H) und 'PEG~10 OOO~NAD(H) 
jeweils in einem kinetischen Modell zusammengefaßt. 
Zur Vereinfachung der Auswertung der kinetischen Messungen wurde 
ein Verfahren entwickelt, bei dem mit Hilfe eines Mikrocomputers 
während des Experiments unmittelbar die Reaktionsgeschwindigkeit 
als Funktion der Konzentration ermittelt und gezeichnet wird. 
Mit Kenntnis der Kinetik der Enzyme konnten durch simultane 
Lösung der Mas-senbilanzen der am jeweiligen Reaktionssystem 
teilnehmenden Komponenten Arbeitspunkte für die kontinuierliche 
Reaktionsführung zur Produktion von L-Alanin und L-Leucin im EMR 
berechnet werden. 
Die Desaktivierung bei kontinuierlicher Reaktionsführung im EMR 
wurde ohne Coenzymregenerierung unter Verwendung von nativem 
NAD(H) für FDH und ALADH untersucht. 
Die Desaktivierung und der Ausspülverlust von PEG-10 000-NAD(H) 
wurde im UF-Membran Reaktor bei Abwesenheit von Enzymen er-
mittelt. 
Es zeiqte sich, daß ein Teil der Enzyme oder des Coenzyms durch 
Konzentrationspolarisation vor der U'F-Membran der freien Lösung 
entzogen wird. Im Gegensatz zu den Enzymen ging durch Ausspülen 
O.uroh die U'F.,..,Membran ein Teil des Coenzyms verloren. 
Die DesaJ~tivierung deT Enzyme und des Coenzyms unter der Produk-
tionsbedingungen wurde bei der kontinuierlichen L-A.lanin und 
L-Leucin )?roduktion im EM'R bei gleichzeitiger Coenzymregene-
rierung untersucht. 
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L-Alanin wurde mit einer mittleren Raum-Zeit-Ausbeute von 
70 g/(l•d) 4,5 Tage lang produziert. Der Verbrauch an FDH 
betrug 3,2 U/(g L-Alanin), an ALADH 2,5 U/(g L-Alanin). 
Das Coenzym 1.-mrde 656fach regeneriert. 
L~Leucin wurde mit einer mittleren Raum-Zeit-Ausbeute von 
42,5 g/(l•d) 48 Tage lang produziert. Der Verbrauch an FDH 
betrug 2,6 U/(g L-Leucin) und an LEUDH 8,5 U/(g L-Leucin). 
Das Coenzym wurde 5200fach regeneriert. 
Durch Berücksichtigung der Enzym Aktivitäten sowie der 
Enzym- und Coenzym-Stabilitäten konnte bei wiederholter 
Nachdosierung von Enzymen und Coenzym und bei geeigneter 
Wahl der Verweilzeit über 24 Tage eine hohe Produktivität 
bei geringem Katalysatorverbrauch aufrechterhalten werden. 
Die mittlere Raum-Zeit-Ausbeute betrug 243 g L-Leucin/(l•d) 
bei einem Verbrauch an FDH von 2,1 U/(g L-Leucin) und an 
~EUDH vcm 1,1 U/ (g L-Leucin). 
Das Coenzym wurde 18 20C>fach regeneriert. 
Es wu:rde eine Analys~nmethode entwickelt, um die Enzymakti-
vitäten 1:1nd die Coenzymkonzentrationen im EMR ohne Probe-
nahme z1:1 bestim:men. 
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KINETIK AUSWERTEPROGRAMM ALR-ONLINE 
50 REM P R 0 G R A M M ----- A L R 0 N L I N E -----
60 REM INITIALISIERUNG DES TREIBER-PROGRAMMS FUER DEN A/D-WANDLER 
70 REM UND DER 2 DIA-WANDLER, SOWIE DER ECHTZEIT-UHR DES RECHNERS 
100 POKE 8256,113:POKE 8257,141 
120 POKE 5123,0:POKE 5122,30:POKE 5120,0 
125 POKE 5131,224:POKE 5124,94:POKE 5125,195 
150 M9=0 
170 REM X%-FELD~ZEIT IN SEC, YX-FELD=MESSWERT 
200 DIM X%(2500),YY.(2500) 
3 0 0 D = 0 : R = D : S = D : X 1 = D : X 2 = D : X 3::: D : X 4 = D : V 1 = D : V 2 ~I)·: V 3 ~ D 
350 INPUT "BITTE DATUM UND MESSREIHEN-NR. EINGEBEN";A$ 
400 PRINT "STARTWERTE FUER X,Y-SCHREIBER"; 
500 INPUT X,Y 




700 PRINT "CMIN,CMAX,RMIN,RMAX"; 
800 INPUT CO,C9,RO,R9 
900 INPUT "AUSGLEICHSWERTEMENGE";M 
950 INPUT "~IESSWERT-OFFSET";S9 
960 INPUT "SCHICHTDICKE DER KUEVETTE IN Mf1";S8 
1000 INPUT "ONLINE ODER OFFLINE";A$ 
1100 O=ASC(MID$(A$,2,1))-70 
1200 IF ·o=O THEN 1400 
1250 REM WARTE ANWEISUNG FUER START DER MESSUNG 
1300 WAIT 5121,128,128 
1320 REM SETZEN DER ECHTZEIT-UHR 
1350 POKE 5128,Z9:POKE 5129,Z7 
1400 POKE 8256,113 
1500 D=D+1 
1650 IF 0=0 THEN 1750 
1700 XY.(D)=XX(D-1)+Z:Y%(D)=A 
1750 R=X%(D):S=(Y%(D)-S9) 
1800 GOSUB 4150 
1900 GOSUB 5000 
1950 REM SIND GENUG WERTE ERFASST WORDEN FUER DEN PARABEL-AUSGLEICH 
2000 IF D=>M THEN 2400 
2050 V=1 
2070 REM MESSWERT-NR.<ALS 1/2 AUSGLEICHS-WERTEMENGE ? 
2100 IF D=>INT(0.5+M/2) THEN 2170 
2130 V=2 
2140 REM AUSGABE VON NR.,ZEIT(MIN),KONZ.(GEMESSEN) BIS M/2 
2150 PRINT SPC(2-INT(LOG(D)/LOG(10)));D;TAB<6>;R;TAa<22);S 
2160 REM OFFLINE ? 
2170 IF 0=0 THEN 1500 
2200 GOSUB 5400 
2300 GOTO 1500 
2400 GOSUB 6200 
2450 REM HERAUSNAHME DES "AEL TESTEN"WERTES DfiS LETZTEN AUSGLEICHS 
2500 K=D-M+1:R=X%CK):S=(Y%(K)-S9) 
2600 GOSUB 4150 
2700 R=-R:S=-S 
2800 GOSUB 5000 
2900 X2=X2-2*R2:X4=X4-2*R4:Y2=Y2-2*S*R 
2920 REM BETRIFFT NUR OFFLINE-RECHNUNG=IST ENDE ERREICHT ? 
2930 If D=M9 THEN 3500 
2940 REM OFFLINE ? 
2950 IF 0=0 THEN 1400 
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3000 REM ABBRUCH DER MESSUNG ? 
3100 IF PEEK(5121)<200 THEN 3500 
3200 V=O 
3400 GOTO 1400 
3500 I=D-INT(M/2)+1 :M9=D 
3600 R=X%(I):S=(Y%(I)-S9) 
3700 GOSUB 4150 
3750 K1=2-INT(LOG(I)/LOG(10)):IF K1<0 THEN K1~0 
3780 REM AUSDRUCK DER LETZTEN MESSWERTE 
3800 PRINT SPC(K1);I;TAB(6);R;TAB(22);S 
3900 I=I+1 
4000 IF I=<D THEN 3600 
4100 INPUT "WIEDERHOLUNG DER RECHNUNG";A$ 
4110 IF ASC(A$)=74 THEN 300 
4112 INPUT "SOLLEN DIE MESSWERTE AUF LOCHSTREIFEN GESTANTZT WERDEN";A$ 
4114 IF ASC(A$)=78 THEN 4117 
4116 GOSUB 10000 
4117 INPUT "SOLLEN DIE MESSWERTE AUF FLOPPY DISC GESPEICHERT WERDEN";A$ 
4118 IF ASC(A$)=74 THEN GOSUB 43000 
4120 END 
4130 REM ES FOLGEN DIE UNTERPROGRAMME 
4150 REM MESSWERT - KONZ.;ZEIT UMRECHNUNG 
4160 REM R=ZEIT,S=MESSWERT 
4170 REM UMRECHNUNG VON SEC AUF MIN UND GEMESSENEN WERT 
4180 REM AM A/D-WANDLER AUF KONZENTRATION (EICHFUNKTION) 
4200 R=R/60:S=S/(622C*S8) 
4300 RETURN 




5400 REM ABFRAGE DER ECHTZEIT-UHR OB MESSINTERVALL ABGELAUFEN IST? 
5450 REM UND NEUE INITIALISIERUNG DER UHR 
5500 WAIT 5133,32,0 
5600 POKE 5128,Z8:POKE 5129,Z6 
5700 RETURN 










6780 IF K1<0 THEN K1=0 
6790 REM W=NR.,R=ZEIT,S=KONZ.(GEMESSEN),Y=REAKTIONSGESCHWINDIGKEIT 
6791 REM X=KONZ.(GEGLAETTET) 
6800 PRINT SPC(K1);W;TAB(6);R;TAB(22);S;TAß(38);Y;TAB(54);X; 
6827 PRINT 
6828 REM UMRECHNUNG DER REAKTIONSGESCHW. UND KONZ. AUF 
6829 REM KOORDINATEN DES XV-SCHREIBERS 
6830 Y=INT<1000*<Y-R0)/(R9-RÖ)):X=INT(1000*(X-C0)/(C9-C0)) 
6900 RETURN 
7000 REM A/D - DIA SUBROUTINE 
7020 REM X=X-KOORDINATE,Y=Y-KOORDINATE DES XV-SCHREIBERS 
7030 REM AUSGEGEBEN WERDEN KOENNEN INTEGER-WERTE 0 BIS 1000 
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KINETIK AUSWERTEPROGRAMM ALR-ONLINE 
7050 X=ABS (X): Y=ABS (Y) 
7060 IF X>1000 THEN X=1000 







7700 POKE 232,A1:PCKE 233,A2:POKE 234,A3 
7800 POKE 235,B1:POKE 236,BZ:POKE 237,83 
7900 W=USRCO) 
8000 A=PEEKC232)+10*PEEKC233)+100*PEEKC234)+1000*PEEKC235) 
8100 A4=PEEK(236) AND 1 
8200 A=A+10000*A4 
8300 W=PEEKC236) AND 4 
8400 IF W=O THEN A=-A 
8500 W=PEEKC236) AND 2 
8600 IF W>O THEN A=30000 
8650 REM A=ABGELESENER MESSWERT AM A/D-WANDLER 
8700 RETURN 
9000 REM PROGRAMM ZUM SETZEN DES XY-SCHREißERS AUF X,Y-KOORDINATE 
9050 INPUT X, Y 
9100 GOSUB 7000 
9200 GOTO 9000 
10000 REM SUBROUTINE LOCHSTREIFEN AUSGABE 
10100 GOSUB 10200 
10150 GOTO 10600 
10200 POKE 5889,255:POKE 5891,1:POKE 5890,0 
10250 POKE 10834,66:POKE 10835,143 
10300 FOR 1=1 TO 60 
10400 PRINT CHR$(127); 
10500 NEXT I 
10550 POKE 10834,160:POKE 10835,30 
10570 RETURN 
10600 I=O 
10700 IF J=>D THEN 12000 
10800 I=I+1 
10900 K=SGNCY%(l)):J=ABSCY%Cl)):B$="+":IF K<O THEN 8$="-" 
11000 A$=STR$(J) :A$=RIGHT$(A$,LEN(A$)-1) :J=LENCA$):IF J=>5 THEN 11500 
11100 FOR K=1 TO 5-J:8$=B$+"0":NEXT K 
11500 B$=8$+A$ 
11550 POKE 10834,66:POKE 10835,143 
11600 PRINT 8$;CHR$(13);CHR$(10); 
11650 POKE 10834,160:POKE 10835,30 
11670 PRINT 
11700 GOTO 10700 
12000 POKE 10834,66:POKE 10835,143 
12050 FOR I=1 TO 300 
12100 PRINT CHR$(0); 
12200 NEXT I 
12300 POKE 10834,160:POKE 10835,30 
12400 RETURN 
29998 REM LOCHSTREIFEN EINGABE-12 WERTE PRO ZEILE- (ZUERST PROGRAMM MI 
29999 REM RUN STARTEN,MIT RETURN ABBRECHEN,DANN GOTO 30000) 
30000 INPUT "ZEITINTERVALL IN SEC";Z:X%(0);;-z 
30050 J=O 
30100 GOSUB 31000 
30150 IF LENCA$)<72 THEN RETURN 
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KINETIK AUSWERTEPROGRAMM ALR-ONL!NE 
30200 I=-5 
30300 I=I+6:J=J+1 
30400 Y%(J)=VAL<MID$(A$,I,6)):PRINT Y%(J); 
30450 X%(J)=X%(J-1)+Z 
30500 IF I<66 THEN 30300 
30550 PRINT 
30600 GOTO 30100 
31000 POKE 8256,168:POKE 8257,143:POKE 5138,49:POKE 5139,0 
31100 POKE 5136,32 
31200 R=USR(O) 
31300 A$=CHR$(PEEK(235) AND 127) 
31400 ASC(A$)=19 THEN 33800 
31500 IF ASC(A$)<31 OR ASC(A$)>125 THEN 31200 
31600 R=USR(O) 
31700 B$=CHR$(PEEK(235) AND 127) 
31800 IF ASC(B$)=13 THEN RETURN 
31900 IF ASC(B$)<31 OR ASC(B$)>57 THEN 31600 
32000 A$=A$+B$ 
32100 GOTO 31600 
33000 N=O 
33100 N=N+1:IF N>J/12 THEN RETURN 
33200 K=O 
33300 K=K+1:IF K>12 THEN 33600 
33400 PRINT Y%((N-1)*12+K);TAB(K*6); 
33500 GOTO 33300 
33600 PRINT 
33700 GOTO 33100 
33800 POKE 8256,113:POKE 8257,141 
33900 POKE 5123,0:POKE 5122,30:POKE 5120,0 
34000 M9=J 
34100 END 
39999 REM PROGRAMM ZUM ZEICHNEN EINER MODELLRECHNUNG DER KINETIK 
40000 PRINT "CMIN,CMAX,RMIN,RMAX";:INPUT CO,C9,RO,R9 
40100 PRINT "ERSTES C , LETZTES C , DELTA C ";:INPUT C6,C7,C8 
40150 PRINT "FORMIAT, NAD+";:INPUT F9,N9 
40200 M=<C7-C6)/C8 
40300 I=O:GOSUB 40400 
40310 GOSUB 6830 
40315 GOSUB 7000 
40320 INPUT "START";A$ 
40340 GOTO 40570 




40570 FOR I=O TO M 
40590 GOSUB 40400 
40600 PRINT I;TAB<18);X;TAB<36);Y 
40700 GOSUB 6830 
40800 GOSUB 7000 
40900 NEXT I 
41000 PRINT:PRINT:PRlNT 
41100 END 
41998 REM LOCHSTREIFEN EINGABE-1 WERT PRO ZEILE- (ZUERST PROGRAMM MIT 
41999 REM RUN STARTEN,MIT RETURN ABBRECHEN,DANN GOTO 42000) 
42000 INPUT "ZEITINTERVALL IN SEC";X%(0):X%(0)=-X%(0):M9=-1 
42100 M9=M9+1:INPUT A$:Y%(M9+1)=INT<VAL(A$)) 
42200 X%(M9+1)=X%<M9)-X%(0):GOTO 42100 
43000 REM AUSGABE AUF FLOPPY DISC 
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43100 PRINT "IST DIE AUSGABEDATEI ";:GOSUB 45000 
43200 G=G+96:D=O:Z$=CHRX<13):Z$=Z$tCHR$(10) 
43300 POKE 35779,63:POKE 35780,168:POKE 35781,G 
43400 AS=STR~(Z) :GOSUB 45300 
43500 AS=STR$(M9):GOSUB 45300 
43600 D=D+1:A$=STR$(Y%(D)):GOSUB 45300 
43700 IF D<>M9 THEN 43600 
43750 POKE 35087,173:POKE 8256,113:POKE 8257,141 
43800 PRINT "BITTE NICHT VERGESSEN DIE DATEI ZU SCHLIESSEN !" 
43900 END 
44000 REM EINGABE VON FLOPPY DISC 
44100 PRINT "IST DIE EINGABEDATEI ";:GOSUB 45000 
44200 G=G+32:POKE 35448,172 
44300 POKE 35779,95:POKE 35780,200:POKE 35781,G 
44400 GOSUB 46400 
44500 X%(0)=-V:Z=V:GOSUB 46400 
44600 M9=V:D=0 
4470CJ D=D+1:GOSUB 46400 
44800 Y%(D)=V:X%(D)=X%(D-1)-X%(0):IF M9>D THEN 44700 
44900 POKE 35448,32:GOTO 43750 
45000 PRINT "SCHON ANGEMELDET UND" 
45040 INPUT "AUF WELCHE SECONDARY ADDRESS";G 
45060 IF G<2 OR G>14 THEN 45040 
45100 POKE 35087,96:POKE 8256,229:POKE 8257,137 
45200 POKE 6135,201:POKE 6136,139:RETURN 
45300 REM SUBROUTINE AUSGABE AUF FLOPPY DlSC 
45400 GOSUB 45700 
45500 A$=Z$:GOSUB 45700 
45600 RETURN 
45700 L=LEN(A$) 
45800 FOR I=1 TO L 
45900 B$=MID$(A$,I,1):V=ASC(B$):POKE 35784 8 V 
4600CJ POKE 250,200:POKE 251,139 
46100 V=USR(O) 
46200 NEXT I 
46300 RETURN 
46400 REM SUBROUTINE EINGABE VON FLOPPY D!SC 
46500 GOSUB 46800 
466CO V=VAL(A$) 
46700 RETURN 
46800 A$=" " 
46850 POKE 250,200:POKE 251,139 
46900 V=USR(O) 
47000 IF PEEK(35784)=10 THEN 46850 
47100 V=PEEK(35784):1F V<32 THEN RETURN 
47200 A$=A$+CHR$(V):GOTO 46850 
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PROGRAMM ----- R 0 S E N B R K 
OPTIMIERUNG NACH ROSENBROCK 
DOUBLE PRECISION XQ,EE,EZ,EW,W,XD 
9.L1981 
DIMENSION XD(10),H(10),XQ(10),D(10),IB(10),IG(10),W(10,10), 
V ( 1 0, 1 0), E E ( 1 0, 1 0), E Z ( 1 0), EW ( 1 0) 
DATA NE,NA/5,5/ 
1111 WRITE(NE,1) 
1 FORMAT('$ ANZ.PARAM. - MAX.CYCLEN- AUSG.CYCLEN = ') 
READ(NE,*) IM,NCY,IAU 
WRITE(NE,5) IM 
5 FORMAT(' EING. DER ',12,' STARTPARAM.,STARTSCHRITTW.[%J,EPS[%J'/) 
READ(NE,*) (XD(I),I=1riM),HO,EPS 
2222 IZA = 0 






8500 FORMAT(/9X,' *****OPTIMIERUNG ~ACH ROSENBROCK UEBER ',I2,! 
I PARAMETER *****'/) 
W R I TE (NA, 8 50 5 ) (X D ( I I) , I I= 1 , IM) 
8505 FORMAT(' STARTPARAMETER:'/1X,8(ß16.5)/1H ,2(G16.5)/) 
WRITE(NA,8506) FD 
8506 FORMAT(' FEHLERQUADRATSUMME DER STARTPARAMETER:',G12.5/) 
WRITE(NA,8510)HO,EPS 
8510 FORMAT(' STARTSCHRITTWEITE: ',G13.5,'[%J, ABBRUCHKRITERIUM: '! 
,G13.5,'DJ'//) 
WRITE(NA,8515) IM 
8515 FORMAT(' ZYKLUS, 1 ,I2,' PARAMETER, FEHLERGUADRATSUMME'/) 
HO = H0/100. 
EPS = EPS/100. 
FXD = FD 
D 0 3 0 0 I = 1 , Il~ 
XQ(l) = XD(l) 
300 CONTINUE 
FXQ = FXD 
C FESTLEGEN DES ORTHOG. EINH.-VEKTORSATZES 
DO 100 I=1,IM 




C FESTLEGEN DER SCHRITTSTEUERUNG 
111 DO 310 I=1,IM 
D(l) = 0. 
H<I> =HO 
310 CONTINUE 
DO 410 J1=1,IM 
IB(J1) =0. 
IG(J1) = 0. 
410 CONTINUE 
222 J = 1 
333 DO 320 I=1,IM 




PROGRAMM ZUR OPTIMIERUNG NACH ROSENBROCK MIT EINEM UNTERPROGRAMM 
ZUR LOESUNG VON DIFFERENTIAL GLEICHUNGEN NACH RUNGE UND KUTTA 
FXQ = FQ 
IF(FXQ.GT.FXD) GOTO 444 
IG(J) = IG(J)+1 
D(J) :: H(J)+D(J) 
H(J) = 3.*H(J) 
DO 330 I=1,IM 
XD(l) = XQ(l) 
330 CONTINUE 
FXD = FXQ 
GOTO 555 
444 H(J) = -0.5*H(J) 
IF(IG(J) .GT.O)IB(J)=Iß(J)+1 
555 !F(J.EQ.IM) GOTO 666 
J :: J+1 
GOTO 333 
c 
666 DO 340 J1=1,IM 
IF(l6(J1).EQ.0) GOTO 222 
340 CONTINUE 
C ABBRUCHKRITERIUM 
I B 1 = 0 
DO 350 JL=1,IM 
H(JL)=ABS(H(JL)) 
IF ( H ( J L) . L T • E PS) I B 1 =I B 1 + 1 
350 CONTINUE 
IF(IB1.EQ.IM) GOTO 888 
c 
C NEUE ORTHOGONALISIERUNG 
DO 110 J=1,IM 
DO 110 I=1,IM 
W(J,I) = 0. 
DO 110 J1=J,IM 
W(J,I) = W(J,I)+D(J1)wV(J1,I) 
110 CONTINUE 
c 
C ENTWICKLUNG VON V(1) 
SV = 0. 
DO 140 I=1,IM 
SV = SV+W(1,I)**2 
140 CONTINUE 
SV = SQRT(SV) 
DO 150 I=1,IM 
V<1,I) = W<1,I)/SV 
150 CONTINUE 
c 
C BERECHNUNG DER UEBR. V(J) 
DO 160 J=2,IM 
J2 = J-1 
E = 0. 
DO 170 I=1,IM 
E = E+W(J,I)wV(J2,I) 
170 CONTINUE 
DO 180 I=1,IM 
EE(J2,I) = E*V(J2,I) 
180 CONTINUE 
DO 190 I=1,IM 
EZ(I) = 0. 
DO 190 N=1,J2 
EZ(I) = EZ(I)+EE(N,I) 
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SE = 0. 
DO 210 I=1,IM 
EW(I) .= WCJ,I)-EZ(I) 
SE = SE+EW(I)**Z 
CONTINUE 
SE = SQRT(SE) 
DO 160 I=1,IM 
VCJ,I) = EW(I)/SE 
CONTINUE 
IZA = IZA+1 
IFCIZA.EQ.NCY) GOTO 777 
LOS=MZA*IAU+1 












FORMAT(' ENDE DER OPTIMIERUNG') 
END 
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ZUR LOESUNG VON DIFFERENTIAL GLEICHUNGEN NACH RUNGE UND KUTTA 
C REAKTOR SIMULATION 20.1.81 
SUBROUTINE ROSE(KK,IW,EFF) 
IMPLICIT DOUBLE PRECISION (A-H,O-Z) 
c --------------------------------------------------------------
c UNTERPROGRAMM ZUR BERECHNUNG VON BETRIEBSPUNKTEN 
C FUER DEN ENZYM MEMBRAN REAKTOR NACH DEM RUNGE KUTTA VERFAHREN 
C UND ERMITTLUNG DER FEHLERQUADRATSUMME ZUR BESTIMMUNG 
C DER EFFEKTIVITAETSFAKTOREN FUER FDH UND LEUDH 
C SOWIE ZUR BESTIMMUNG DES ANTEILS DES COENZYMATISCH-
C -AKTIVEN ANTEILS DER GEMESSENEN ANFANGS-KONZENTRATION 










DO 800 1=1,3 
800 K(l)=KK(I) 














1111 FORMAT(' F-KETO,F-FORM') 
READ(5,*) Y2,Y3 
WRITE(5,2) 




3 FORMAT(' OBERE FEHLERGRENZE (ABSOLUT)=') 
C READ(5,*) PARAM(4) 
WRITE(5,9) 
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IF(K(1).GT.(1.0)) GOTO 78 
DO 77 1=1,3 




79 CALL RKGS(PARAM,Y,DERY,NDIM,IHLF,FCN,OUTPUT,AUX) 
EFF=C(10) 
IF (IHLF.LE.10) GOTO 80 
WRITE(5,4) 
4 FORMAT(' DELTA-T WAR ZU GROSS') 
EFF=1.0E+30 
80 CONTINUE 
IF(FMM.LT.EFF) GOTO 811 
FMM=EFF 
C AUSGABE DER FEHLERQUADRATSUMME,DER OPTIMIERPARAMETER 
C DER ZAHL DER VON DER OPTIMIERUNG BERUECKSICHTIGTEN 
C UND UNBERUECKSICHTIGTEN MESSPUNKTE. 
WRITE(5,5) EFF,K(1),K(2),K(3),MQQ,MZZ 
5 FORMAT(1H+,'EFF=',G13.S,'K=',3(G13.5,1X),I3,1X,I3) 
C IF (DDD.EQ.1.0) WRITE(2,5) C(7),C(8) 
C CALL CLOSE(1) 
C WRITE(5,99) 
99 FORMAT(' SOLL DIE DRUCK-DATEI ABGESCHLOSSEN WERDEN?') 
C READ(5,6) MM 
C IF (MM.EQ.2HJA) CALL CLOSE(2) 
C CALL CLOSE(3) 
C WRITE(5,7) 
7 FORMAT(/' ENDE DER RECHNUNG?') 
C READ(5,6) MM 
6 FORMAT(A2) 
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c 

















IMPLICIT DOUBLE PRECISION (A-H,O-Z) 
DIMENSION YC1),DERY(1) 
DOUBLE PRECISION K8(5),K9(3),K(6),CEDES,EDESL,EDESF 
DOUBLE PRECISION V2,V1,NO,PO,HO,AO,E2,E1,T1,P 
DOUBLE PRECISION FG,F,H4,A,R1,R2,R3,R4,R5,R6,R7 
DOUBLE PRECISION G1,G2,N,N1,N2,C(11),NN,KK<10) 
COMMON IR,K8,K9,DDD,C,KK,MQQ,MZZ 
IF(IR.GT.1) GOTO 401 
IR=Z 
HIER : BERECHNUNG DES ANFAHRVORGANGS ZUM BETRIEB 
EINES ENZYM-MEMBRAN-REAKTORS 
REAKTIONSSYSTEM : FDH - LEUDH MIT PEG-10000-NAD+/NADH 












IF (DDD.EQ.1) WRITE(2,1818) 





FORMAT(' NAD+O,FO [MMOL/LJ=') 
RE.AD(5,*) N2,FO 
IF (DDD.EQ.1) WRITE(2,3) 
IF (DDD.EQ.1) WRITE(2,*) N2,F0 
WRITE(5,4) 
FORMAT(' NADHO,KTO,NH4+0 [MMOL/LJ=') 
READ(5,*) NO,PO,HO 
IF (DDD.EQ.1) WRITE(2,4) 




FORMAT(' FDH,LEUDH [U/MLJ=') 
READ(5,*) E2,E1 
IF (DDD.EQ.1) WRITE(2,5) 
IF (DDD.EQ.1) WRITE(2,*) E2,E1 
WRITE(5,6) 
FORMAT<' 1/TAU [1/MINJ =') 
READ(5,*) T1 
IF (DDD.EQ.1) WRITE(2,6) 
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c 
C AUSGABE ROUTINE 
c 
SUBROUTINE OUTPUT(X,Y,DERY,IHLF,NDIM,PARAM) 
IMPLICIT DOUBLE PRECISION (A-H,O-Z) 
DIMENSION Y(1),DERY(1),PARAM(1) 
DOUBLE PRECISION K8(5),K9(3),P,N1,N,F,H4,A,R1,R2,R3,R4,R5,R6,R7 
DOUBLE PRECISION C(11),K(10) 
REAL T(500),YY(500) 
COMMON IR,K8,K9,DDD,C,K,MQQ,MZZ 






DO 30 I=1,M9 
30 READ(1,*) T(I),YY(I) 
























c BERECHNUNG DES VERLAUFS DC/DT=F(NADH(PHOTOM.)) 
C FUER EINEN VERSUCH BEI VERWENDUNG EINER PHOTOMETER 
C KUEVETTE ALS SATZREAKTOR 
N=N-(C(9)-C(4)*Y(2))/292.0+(1.0-K(1))*C(11) 
CCC=CCC-C(1)/292.0 
c ----------------------------------IF(KK.EQ.1) GOTO 4001 
4003 IF(YY(MM).GT.O.O) GOTO 4002 
MM=MM+1 
IF(MM.LE.M9) GOTO 4003 
GOTO 20 
4002 KK=1 
4001 IF(CCC.LT.O.O) GOTO 4007 
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IF(CCC.GT.0.0005) GOTO 4007 
C (1 O)=C (1 0)+ (YY (MM)H2) 
MZ=MZ+1 
M~l=MM+1 
IF(MM.LE.M9) GOTO 4008 
GOTO 20 
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SUBROUTINE RKGS AUS DER SCIENTIFIC SUBROUTINE P4CKAGE 
FA.DIGITAL EQUIPMENT 
PURPOSE 
TO SOLVE A SYSTEM OF FIRST ORDER ORDINARY DIFFERENTIAL 
EQUATIONS WITH GIVEN INITIAL VALUES. 
USA GE 
CALL RKGS (PRMT,Y,DERY,NDIM,IHLF,FCT,OUTP,AUX) 
PARAMETERS FCT AND OUTP REQUIRE AN EXTERNAL STATEMENT. 
DESCRIPTION OF PARAMETERS 
PRMT - AN INPUT AND OUTPUT VECTOR WITH DIMENSION GREATER 
OR EQUAL TO 5, WHICH SPECIFIES THE PARAMETERS OF 
THE INTERVAL AND OF ACCURACY AND WHICH SERVES FOR 
COMMUNICATION BETWEEN OUTPUT SUBROUTINE (FURNISHED 
BY THE USER) AND SUBROUTINE RKGS. EXCEPT PRMT(5) 
THE COMPONENTS ARE NOT DESTROYED BY SUBROUTINE 
RKGS AND THEY ARE 
PRMT(1)- LOWER SOUND OF THE INTERVAL (INPUT), 
PRMT(2)- UPPER SOUND OF THE INTERVAL (INPUT), 
PRMT(3)- INITIAL INCREMENT OF THE INDEPENDENT VARIABLE 
(INPUT), 
PRMT(4)- UPPER ERROR SOUND (INPUT). IF ABSOLUTE ERROR IS 
GREATER THAN PRMT(4), !NCREMENT GETS HALVED. 
IF INCREMENT IS LESS THAN PRMT(3) AND ABSOLUTE 
ERROR LESS THAN PRMT(4)/50, INCREMENT GETS DOUBLED. 
THE USER MAY CHANGE PRMT(4) BY MEANS OF HIS 
OUTPUT SUBROUTINE. 
PRMT(5)- NO INPUT PARAMETER. SUBROUTINE RKGS INITIALIZES 
PRMT(5)=0. IF THE USER WANTS TO TERMINAlE 
SUBROUTINE RKGS AT ANY OUTPUT POINT, HE HAS TO 
CHANGE PRMT(5) TO NON-ZERO BY MEANS OF SUBROUTINE 
OUTP. FURTHER COMPONENTS OF VECTOR PRMT ARE 
FEASIBLE IF ITS DIMENSION IS DEFINED GREATER 
THAN 5. HOWEVER SUBROUTINE RKGS DOES NOT REQUIRE 
AND CHANGE THEM. NEVERTHELESS THEY MAY BE USEFUL 
FOR HANDING RESULT VALUES TO THE MAIN PROGRAM 
(CALLING RKGS) WHICH ARE OBTAINED BY SPECIAL 
MANIPULATIONS WITH OUTPUT DATA IN SUBROUTINE OUTP. 
Y - INPUT VECTOR OF INITIAL VALUES. (DESTROYED) 
LATERON Y IS THE RESULTING VECTOR OF DEPENDENT 
VARIABLES COMPUTED AT INTERMEDIATE POINTS X. 
DERY - INPUT VECTOR OF ERROR WEIGHTS. (DESTROYED) 
THE SUM OF ITS COMPONENTS MUST BE EQUAL TO 1. 
LATERON DERY IS THE VECTOR OF DERIVATIVES, WHICH 
BELONG TO FUNCTION VALUES Y AT A POINT X. 
NDIM - AN INPUT VALUE, WHICH SPECIFIES THE NUMBER OF 
EQUATIONS IN THE SYSTEM. 
IHLF - AN OUTPUT VALUE, WHICH SPECIFIES THE NUMBER OF 
BISECTIONS OF THE INITIAL INCREMENT. IF IHLF GETS 
GREATER THAN 10, SUBROUTINE RKGS RETURNS WITH 
ERROR MESSAGE IHLF=11 INTO MAIN PROGRAM. ERROR 
MESSAGE IHLF=12 OR IHLF=13 APPEARS IN CASE 
PRMT(3)=0 OR IN CASE SIGN(PRMT(3)).NE.SIGN(PRMT(2)-
PRMT(1)) RESPECTIVELY. 
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FCT - THE NAME OF AN EXTERNAL SUBROUTINE USED. THIS 
SUBROUTINE COMPUTES THE RIGHT HAND SIDES DERY OF 
THE SYSTEM TO GIVEN VALUES X AND Y. ITS PARAMETER 
LIST MUST BE X,Y,DERY. SUBROUTINE FCT SHOULD 
NOT DESTROY X AND Y. 
OUTP - THE NAME OF AN EXTERNAL OUTPUT SUBROUTINE USED. 
ITS PARAMETER LIST MUST BE X,Y,DERY,IHLF,NDIM,PRMT. 
NONE OF THESE PARAMETERS (EXCEPT, IF NECESSARY, 
PRMT(4),PRMT(5), ••. ) SHOULD BE CHANGED BY 
SUBROUTINE OUTP. IF PRMT(5) IS CHANGED TO NON-ZERO, 
SUBROUTINE RKGS IS TERMINATED. 
AUX - AN AUXILIARY STORAGE ARRAY WITH 8 ROWS AND NDIM 
COLUMNS. 
REMARKS 
THE PROCEDURE TERMINAlES AND RETURNS TO CALLING PROGRAM, IF 
(1) MORE THAN 10 BISECTIONS OF THE INITIAL INCREMENT ARE 
NECESSARY TO GET SATISFACTORY ACCURACY (ERROR MESSAGE 
IHLF=11), 
(2) INITIAL INCREMENT IS ~QUAL TO 0 OR HAS WRONG SIGN 
(ERROR MESSAGES IHLF=12 OR JHLF=13), 
(3) THE WHOLE INTEGRATION INTERVAL IS WORKED THROUGH, 
(4) SUBROUTINE OUTP HAS C~ANGED PRMT(S) TO NON-ZERO. 
SUBROUTINES AND FUNCTION SUBPROGRAMS REQUIRED 
THE EXTERNAL SUBROUTINES fCT(X,Y,DERY) AND 
OUTP(X,Y,DERY,IHLF,NDIM,PRMT) MUST BE FURNISHED BY THE USER. 
METHOD 
EVALUATION IS DONE BY MEANS OF FOURTH ORDER RUNGE-KUTTA 
FORMULAE IN THE MODIFICATJON DUE TO GILL. ACCURACY IS 
TESTED COMPARING THE RESULTS OF THE PROCEDURE WITH SINGLE 
AND DOUBLE INCREMENT. 
SUBROUTINE RKGS AUTOMATICALLY ADJUSTS THE INCREMENT DURING 
THE WHOLE COMPUTATION BY HALVING OR DOUBLING. IF MORE THAN 
10 BISECTIONS OF THE INCREMENT ARE NECESSARY TO GET 
SATISFACTORY ACCURACY, THE SUBROUTINE RETURNS WITH 
ERROR MESSAGE IHLF=11 INTO MAIN PROGRAM. 
TO GET FULL FLEXIBILITY IN OUTPUT, AN OUTPUT SUBROUTINE 
MUST BE FURNISHED BY THE USER. 
FOR REFERENCE, SEE 
RALSTON/WILF, MATHEMATICAL METHODS FOR DIGITAL COMPUTERS, 
WILEY, NEW 'YORK/LONDON, 1960, PP.110-120. 
DUDDIIIIDDUBIIDDODDDUUUDDDBODUOUCIBOBGODOtJDOfiiDDDDDDDUDDGDDfiQDOQUDPOOIIID 
SUBROUTINE RKGS(PRMT,Y,DERY,NDIM,IHLF,FCT,OUTP,AUX) 
IMPLICIT DOUBLE PRECISION (A-H,O-Z) 
DIMENSION Y(1),DERY(1),AUX(8,NDIM),A(4),B(4),C(4),PRMT(1) 
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C ERROR TEST 
IF(H*(XEND-X))38,37,2 
c 














C PREPARATIONS OF FIRST RUNGE-KUTTA STEP 

















C RECORDING OF INITIAL VALUES OF THIS STEP 
c 
c 




C START OF INNERMOST RUNGE-KUTTA ~OOP 














14 CALL FCT(X,Y,DERY) 
GOTO 10 
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C END OF INNERMOST RUNGE-KUTTA LOOP 
c 
c 
C TEST OF ACCURACY 
15 IF(ITEST)16,16,20 
c 
C IN CASE ITEST=O THERE IS NO POSSIBILITY FOR TESTING OF ACCURACY 
c 
















21 CALL FCT(X,Y,DERY) 




C COMPUTATION OF TEST VALUE DELT 
c 
23 DELT=O. 
DO 24 I=1,NDIM 
24 DELT=DELT+AUX(8,I)*ABS(AUX<4,I)-Y(I)) 
IF(DELT-PRMT(4))28,28,25 
C ERROR IS TOO GREAT 
c 
25 IF(IHLF-10)26,36,36 






C RESULT VALUES ARE GOOD 
28 CALL FCT(X,Y,DERY) 
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c 





















39 CALL OUTPCX,Y,DERY,IHLF,NDIM,PRMT) 
40 RETURN 
END 


